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Liste des abréviations 
 
 4BP-TQS :   4-(4-Bromophenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]quinoline-8 
sulfonamide  
   
- A - ⍺  : Alpha 
 ⍺- Bgt :   Alpha-bungarotoxine 
 A-867744 : 4-[5-(4-Chlorophenyl)-2-methyl-3-(1-oxopropyl)-1H-pyrrol-1-yl] 
benzenesulfonamide 
 Ac-AChBP :  Aplysia californica-acetylcholine binding protein 
 ACE :  Acétamipride 
 ACh : Acétycholine 
 AChBP :  Acetylcholine binding protein 
 Ag : Anopheles gambiae 
 ALS :  Alpha like subunit  
 Am : Apis mellifera 
 AMPA : Acide α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazoleproponique  
 Ap :  Acyrtoshiphon pisum 
 Asp :  Acide aspartique 
   
- B - β : Beta beta 
 Bm : Bombyx mori 
 Bt-AChBP :  Bulinus truncatus-acetylcholine binding protein 
   
- C - Ca2+ : Ion calcium ion calcium 
 CLO :  Clothianidine 
 Cys :  Cystéine 
 CysLGIC :  Les récepteurs à boucle cystéine  
   
- D - δ :  Delta Delta 
 D : Acide aspartique 
 DDD :  dichlorodiphényldichloroéthane 
 DDT :  dichlorodiphényltrichloroéthane 
 DHE : dihydroxy-β-érythoïdine 
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 d-TC : d-tubocurarine 
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Préambule 
 
 Les produits phytosanitaires représentent un enjeu important en agriculture et dans la 
lutte anti-vectorielle. En effet, l’agro-industrie est très dépendante des produits phytosanitaires 
pour garantir les rendements agricoles, en luttant notamment contre les insectes ravageurs de 
cultures et vecteurs de maladies chez les animaux et l’Homme. Les polémiques actuelles sur 
l’usage des produits phytosanitaires et le retrait de certains produits par l’Union Européenne et 
la France au nom du principe de précaution posent plusieurs problèmes. Comment continuer à 
maintenir les rendements agricoles, tout en préservant la biodiversité ? … Ces polémiques sont 
liées, d’une part, au fait que le mode d’action des pesticides chez les insectes est très mal connu 
et d’autre part, aux connaissanc de plus en plus approfondie qui révèlent une toxicologie non 
spécifique pollinisateurs/ravageurs. En effet, bien que de nombreuses études toxicologiques 
mettent en évidence l’effet neurotoxique des insecticides, très peu d’études s’intéressent aux 
mécanismes moléculaires des insecticides chez les insectes. Les récepteurs à l’acétylcholine 
(ACh) de type nicotinique (nAChR) sont l’une des principales cibles des insecticides, 
notamment les insecticides néonicotinoïdes et plus récemment la nouvelle famille des 
sulfoximines, dont le plus connu est le sulfoxaflor. Cependant, ces molécules sont décrites 
comme agissant spécifiquement sur les nAChR des insectes, notamment comme agonistes.  
Malheureusement, la composition en sous-unités des nAChR natifs des insectes n’est pas très 
bien connue et très peu étudiée à ce jour. La plupart des données sont issues de récepteurs 
hybrides utilisant des combinaisons de sous-unités ⍺ d’insectes et β de mammifères. Une 
question majeure posée par ces modèles est celle de leur capacité à rendre compte du 
fonctionnement réel des récepteurs natifs des insectes et donc du mode d’action réel des 
insecticides néonicotinoïdes. 
Au cours de ce travail de thèse, nous avons tenté de répondre à ces différentes questions en 
exprimant pour la première fois un récepteur fonctionnel d’insecte dans un système hétérologue 
afin d’étudier le mode d’action des insecticides néonicotinoïdes. Particulièrement, nous nous 
sommes intéressés au récepteur homomérique de type α7 chez la blatte. Nous avons également 
comparé les propriétés fonctionnelles de ce récepteur avec celle du récepteur α7 de mammifère. 
Parallèlement à ce travail, nous avons continué à étudier l’effet des insecticides néonicotinoïdes 
sur les récepteurs nicotiniques neuronaux exprimés aux niveaux synaptique et extrasynaptique 
sur les neurones de blatte.  
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A. Les récepteurs à l’acétylcholine de type nicotinique chez les vertébrés   
 
1. Généralité sur les canaux ligands dépendants (LGIC) 
 
 Les canaux ioniques ligands dépendants (LGIC : « ligand gated ion channel ») 
appartiennent à la famille des canaux ioniques activés par la fixation d’un ligand endogène. Les 
LGIC sont des protéines transmembranaires qui permettent le passage des ions au travers de la 
membrane : ils sont qualifiés de récepteurs ionotropes. 
Les LGIC se divisent en 4 familles (Connolly et Wafford, 2004) (Figure 1) :  
• Les récepteurs à boucle cystéine (cysLGIC) : récepteurs perméables aux cations et aux 
anions, ils possèdent un pont disulfure. Il existe 4 grandes familles de récepteurs 
cysLGIC : les nAChR, les récepteurs à l’acide γ-aminobutyrique (GABA), les 
récepteurs à la glycine et les récepteurs à la sérotonine de type 5-HT3 
• Les récepteurs au glutamate parmi lesquels les récepteurs NMDA (Acide N-methyl-D-
aspartique), les récepteurs AMPA (acide α-amino-3-hydroxy-5-methylisoazol-4-
propionate) et les récepteurs au kainate. 
• Les canaux TRP (transient receptor potential) sont des canaux non-sélectifs aux cations 
(Beckers et al., 2017) 
• Les canaux ATP dépendants dont l’ouverture est provoquée par une augmentation de la 
concentration intracellulaire en ATP, parmi lesquels se trouvent les canaux potassiques 
ATP-dépendants.  
Ces récepteurs se distinguent par le nombre de segments transmembranaires et le nombre de 
sous-unités qui forment le récepteur (Le Novère, 2001 ; Le Novère et Changeux 1999, 2001). 
Chaque groupe forme une superfamille constituée de sous-unités homologues. 
 
2. La découverte des récepteurs à l’acétylcholine de type nicotinique 
 
L’histoire des nAChR remonte au début du 20ième siècle avec les travaux de John Newport 
Langley. Il a montré que la contraction tonique du muscle gastrocnémien de grenouille (muscle 
squelettique dorsal de la patte) était induite par la nicotine (NIC) et que cette contraction était 
inhibée par le curare (Langley, 1907). Quelques années plus tard, Dale et ses collaborateurs 
purifient l’ACh, à partir des rates de cheval et de bœuf, et la définissent comme un 
neurotransmetteur endogène. Dans leurs études, ils comparent l’action de la muscarine et de 
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Figure 1 : Représentation des quatre groupes de récepteurs appartenant à la famille des 
LGIC. Les récepteurs à boucle cystéine sont représentés par les nAChRs. Ces 4 
superfamilles se distinguent par le nombre de segments transmembranaires et par le nombre 
de sous-unités qui compose le récepteur (Modifié d’après Changeux et Edelstein, 1998). 
Introduction générale : les récepteurs à l’acétylcholine de type nicotinique chez les vertébrés 
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la NIC, et mettent en évidence deux familles de récepteurs pharmacologiquement différentes 
(Dale, 1914 ; Dale & Dudley, 1929). Ces deux familles sont aujourd’hui connues sous le nom 
de récepteur cholinergique de type muscarinique (mAChR) et de récepteur cholinergique de 
type nicotinique (nAChR). Par la suite, les études réalisées sur l’organe électrique de la torpille 
(poisson électrique Torpedo) qui est une source riche et accessible en nAChR (Figure 2) ont 
permis des avancées supplémentaires. La torpille est connue pour sa capacité à produire 
d’importantes décharges électriques grâce à un organe composé de milliards de terminaisons 
nerveuses libérant de fortes quantités d’ACh. À partir des années 70, le récepteur est identifié 
in vitro grâce à une toxine de serpent, l’α-bungarotoxine (α-Bgt) (Lee et al., 1966). L’α-Bgt 
inhibe in vivo et in vitro la réponse de l’électroplaque lorsque celle-ci est isolée et mise en 
contact avec de la carbamycholine (agoniste des nAChR) (Changeux et al., 1970). En 1984, le 
récepteur de la torpille, composé des sous-unités ⍺, β, γ et δ, fut le premier récepteur à être 
cloné et caractérisé dans un système d’expression hétérologue utilisant l’ovocyte de xénope 
(Mishina et al., 1984). Il a aussi servi de modèle pour l’étude de la structure, de la fonction et 
de la régulation des canaux dépendants d’un ligand chez les vertébrés et les invertébrés 
(Osborne, 1996 ; Mongan et al., 1998 ; Swope et al., 1999). 
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A 
B 
Figure 2 : Présentation de la torpille, Torpedo (A) Coupe dorsal d’une torpille permettant d’observer les 
organes électriques. (B) Coupe transversale représentant l’empilement des électroplaques qui composent 
l’organe électrique.  
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3. Structure et fonctionnement des nAChR 	
 
3.1. Structure des sous-unités formant les nAChR 
 
 La connaissance sur la structure des nAChR provient des études réalisées sur l’organe 
électrique de la torpille (Karlin, 2002). L’observation à haute résolution (4 Å) et par 
microscopie électronique ont mis en évidence une structure pentamérique de 80 Å de diamètre 
et 160 Å de longueur (Figure 3) (Unwin, 2005). Le récepteur est composé de 5 sous-unités 
formant un pore étroit à travers la membrane. Il se divise en trois domaines : un domaine N-
terminal extracellulaire (70 Å), composé de feuillet β, un domaine transmembranaire (30 Å) 
composé d’hélices α et un domaine intracellulaire constitué également d’hélices α. Le pore du 
canal permettant le passage des ions fait environ 20Å de diamètre dans la partie extracellulaire 
(Figure 3) (Arias, 1997 ; Unwin, 2005 ; Albuquerque et al., 2009). Les sous-unités composant 
le récepteur sont divisées en deux catégories : les sous-unités α et les sous-unités non α. Les 
sous-unités de type α sont caractérisées par la présence de deux cystéines adjacentes en position 
192 et 193 chez la torpille (Albuquerque et al., 2009 ; Millar, 2009). Chaque sous-unité possède 
un profil d’hydrophobicité et des caractéristiques semblables, c’est à dire :  
• Un domaine hydrophile amino terminal (N-terminal) extracellulaire  
• Quatre hélices transmembranaires hydrophobes (TM1 à TM4) 
• Une large boucle intracellulaire entre les segments TM3 et TM4 (100-150 acides 
aminées) (Kukhtina et al., 2006) 
• Un petit domaine hydrophile carboxy-terminal (C-terminal) extracellulaire (Figure 4) 
 
Un récepteur composé de 5 sous-unités identiques est dit homomérique et hétéromérique 
lorsqu’il est formé de sous-unités différentes.  
 
3.2. Pore ionique 
 
La composition des acides aminés formant les sous-unités a été déterminée en premier 
lieu à partir du récepteur musculaire ⍺2βγδ, de la torpille Torpedo californica. Ainsi, les sous-
unités possèdent différents acides aminés qui forment des anneaux, chargés ou non chargés 
(Noda et al., 1982, 1983) (Figure 5). Les anneaux chargés négativement, présent au nivau du 
TM2, permettent la sélectivité ionique du canal alors que les anneaux non chargés seraient  
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Figure 3 : Représentation structural du récepteur à l’ACh de l’organe électrique de la torpille. Les 
sous-unités ⍺ sont représentées en orange et les sous-unités non ⍺ sont représentées en bleu pâle. Le 
pore du canal est représenté en bleu foncé (Modifié d’après Sine et Engel, 2006) 
 
Figure 4 : Structure des sous-unités formant les nAChR (A) Schéma de l’organisation d’un récepteur 
à l’ACh au travers de la membrane. (B) Représentation des 4 domaines transmembranaires qui 
composent une sous-unité du récepteur. Dans la partie N-terminale se trouve le pont disulfure 
caractéristique des LGIC (©) et les deux cystéines adjacentes (©) caractéristique des sous-unités ⍺. 
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impliqués dans l’ouverture et la fermeture du canal (Arias, 1997 ; Karlin, 2002). Les anneaux 
non chargés sont composés de la valine (V), la leucine (L), la serine (T) et de la thréonine (S). 
Ils sont situés dans les domaines extracellulaire et intracellulaire (Imoto et al., 1988 ; Arias, 
1997) (Figure 5). 
Le pore du canal est formé par les segments TM2 de chaque sous-unité et la partie supérieure 
des segments TM1. Plus spécifiquement, il est formé par l’hélice α du segment TM2 mais 
également par l’extrémité de l’hélice α du segment TM1. Il forme une barrière hydrophobe, 
imperméable aux ions quand le récepteur est à l’état fermé. Les segments TM3 et TM4 seraient 
à l’extérieur, au contact de la partie lipidique de la membrane. Kracun et ses collaborateurs ont 
étudié l’implication de la boucle TM3-TM4 dans l'expression et le fonctionnement du 
récepteur, grâce à l’utilisation de récepteurs chimères, formés du domaine extracellulaire des 
sous-unités ⍺7 de rat et des domaines intra-membranaires et intracellulaires des sous-unités 
5- HT3A de souris. Ils ont montré que cette boucle intracellulaire contribue aux interactions 
protéines-protéines impliquées dans l'assemblage et la stabilité du récepteur (Kracun et al., 
2009).  
 
3.3. Sites de liaison des ligands 
 
Les expériences de mutagénèse dirigée, couplées à des tests de liaison par affinité, ont 
démontré que le site de fixation des agonistes et antagonistes compétitifs des récepteurs 
nicotiniques se situe à l’interface de deux sous-unités adjacentes (Karlin et al., 1986 ; Blount et 
Merlie, 1990 ; Changeux et al., 1992). Ce site identique à celui de l’ACh, est appelé site 
orthostérique. Il est composé d’une partie principale formée par les boucles A, B et C d’une 
sous-unité α et d’une partie secondaire formée par les boucles D, E et F d’une sous-unité α ou 
non α, suivant que le récepteur est homomérique ou hétéromérique. La composition en sous-
unités du récepteur va donc déterminer le nombre de sites de liaison, par exemple le récepteur 
neuronal α4β2 de mammifère aura 2 sites de liaisons, alors que le récepteur α7 aura 5 sites de 
liaison (Gotti et al., 2007 ; Taly et al., 2009) (Figure 6). Lorsqu'un ligand tel que la NIC se lie 
au récepteur, il se fixe dans une poche formée à l'interface entre la sous-unité α et la sous-unité 
adjacente (Albuquerque et al., 2009). Cette interface peut être divisée en deux parties, une partie 
dite « positive », composée des deux cystéines adjacentes de la sous-unité α, et une partie dite 
« négative », composée d’au minimum trois acides aminés d’une seconde sous-unité α ou non 
α (Albuquerque et al., 2009). Chez la torpille, il a été montré l’importance des résidus αTyr 93,   
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Figure 5 : Représentation de l’organisation structurale du récepteur ⍺7 de poulet. Les résidus 
en rouges sont les acides aminés formant les anneaux chargés négativement, les anneaux 
chargés positivement sont symbolisés en bleu. Les différents acides aminés représentés sont : 
l’acide glutamique (E), la leucine (L), la valine (V), la thréonine (T), la sérine (S) et l’acide 
aspartique (D). Le numéro indiqué après l’acide aminé correspond à la position du résidu au 
niveau du segment transmembranaire TM1-TM2 (modifié d’après Corringer et al., 2000, 
Itier et Bertrand,2001)  
Figure 6 : Sites de liaison des ligands. (A) Représentation du site de liaison de l’ACh (en vert) 
au récepteur. Le site est formé par les boucles A, B, C de la sous-unités ⍺ (caractérisé par les 
deux cystéines adjacentes •) et les boucles D, E et F de la sous-unité α ou non α. (B) Nombre 
de site de liaison de l’ACh sur le récepteur α4β2 et α7 de mammifère. Le triangle représente 
la sous-unité principale et le demi-cercle la sous-unité secondaire (modifié d’après Taly et al., 
2009). 
A B 
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αTyr 149, αTyr 190 et αTyr 198 dans la liaison du ligand à la partie « positive » du site de 
liaison (Celie et al., 2004 ; Sine et Engel, 2006). Ces résidus sont conservés chez toutes les 
sous-unités α des vertébrés à l’exception de la sous-unité α5 ou la Tyr 190 est remplacée par 
une Asp 190 (Karlin, 2002). Sur la partie « négative », les résidus requis pour la liaison sont 
L112, M114 et Trp53. En général, les résidus hydrophobes de la partie « positive » déterminent 
l’affinité du ligand alors que les résidus de la partie « négative » déterminent la sélectivité du 
ligand (Albuquerque et al., 2009).  
Plus récemment, l’étude des sites de liaison a pu progresser grâce à la résolution atomique qui 
a permis l’isolation et la cristallisation d’une protéine qui se lie à l’ACh, l’acetylcholine binding 
protein (AChBP). L’AChBP est une protéine découverte pour la première fois chez la limnée 
d’eau douce Lymnaea stagnalis (Ls-AChBP) (Smit et al., 2001). Cette protéine, sécrétée par 
les cellules gliales des mollusques, est impliquée dans la modulation de la transmission 
synaptique au niveau des synapses cholinergiques (Brejc et al., 2001). Elle a également été 
identifiée chez l’escargot de mer Aplysia californica (Ac-AChBP) (Hansen et al., 2004), 
l’escargot d’eau douce Bulinus truncatus (Bt-AChBP) (Celie et al., 2005), le ver marin 
Capitella teleta (Billen et al., 2012), l'escargot planorbe Biomphalaria glabrata (Saur et al., 
2012) et l'araignée Cupiennius salei (Torkkeli et al., 2015). Le domaine de liaison formé par 
l’AChBP est proche du site de liaison des nAChR et forme un homopentamère (Shahsavar et 
al., 2016). Il partage une identité de séquence de 20-24% avec des sous-unités de nAChR telles 
que la sous-unité α4, α1 et β2 d’humain (Brejc et al., 2001). Parmi les AChBPs, les Ls- AChBP 
et les Ac-AChBP sont utilisées comme modèles pour étudier les interactions des récepteurs 
nicotiniques avec leurs ligands. Ainsi, on a pu montrer que le site de liaison principal de l’ACh 
est formé par les résidus aromatiques provenant des boucles A (Tyr), B (Trp), C (deux Tyr) et 
D (Trp) (Brejc et al., 2001). Chez les Ls-AChBP, ces résidus correspondent aux acides aminés 
Tyr89, Trp143, Tyr185, Tyr192 et Trp53 qui forment une « boîte aromatique » permettant de 
caractériser les interactions ligands-protéines. Cependant, en fonction du modèle considéré, les 
acides aminés impliqués dans la liaison peuvent varier (Brejc et al., 2001, Olsen et al., 2014) 
(Figure 7). Pour de nombreux agonistes et antagonistes les sites de liaison ont été identifiés, 
c’est le cas de la NIC (Celie et al., 2004) (Figure 7), la carbamycholine (Celie et al., 2004), la 
clothianidine (CLO) (Ihara et al., 2008), l’imidaclopride (IMI) (Ihara et al., 2008, Hibbs et al., 
2009), le thiaclopride (THC) (Ihara et al., 2014) et la methyllycaconitine (MLA) (Hansen et al., 
2005). 
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Figure 7 : Les différentes structure impliquées dans les sites de liaison. (A) Vue rapprochée 
d'un site de liaison d’une AChBP montrant les acides aminés dans les boucles qui participent 
à la formation du site. Les boucles A, B et C sont fournies par la sous-unité principale et les 
boucles D, E et F par la sous-unité complémentaire. (B) Structure pentamérique d’une Ls-
AChBPs. La NIC est représentée dans la représentation par des sphères vertes. Le site de 
liaison de la NIC est composé des boucles A, B, C et F ainsi que des brins β de la boucle D 
et E (modifié d’après Shahsavar et al., 2016 et Wu et al., 2015). 
A B 
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3.4. Dynamique structurale des nAChR 
 
La liaison d'un ligand sur le récepteur entraîne un changement conformationnel (fermé-
ouvert-désensibilisé) permettant ainsi le passage des ions à travers la membrane. La résolution 
atomique et l’étude de la dynamique moléculaire du récepteur de la torpille et des AChBPs ont 
permis d’observer l’activité dynamique du récepteur lors de la fixation d’un ligand. A l’état de 
repos le récepteur est en conformation « fermé ». Ainsi, lorsqu’un agoniste se lie au site de 
liaison, la boucle C du récepteur vient plafonner l’entrée de la cavité du site de liaison, piégeant 
alors l’agoniste (Sine et al., 2006). Ce mouvement de la boucle C provoque des modifications 
conformationelles des brins β ainsi que des segments TM2 et TM3, aboutissant à l'ouverture du 
pore : conformation ouverte (Brejc et al., 2001 ; Chakrapani et al., 2004 ; Wu et al., 2015). 
L’application prolongée des agonistes aboutit à un état désensibilisé du récepteur durant lequel 
il n’est plus conducteur (Gay et al., 2007). L’observation en microscopie électronique du 
récepteur de la torpille, avec et sans liaison de l’ACh, révèle une rotation dans le sens des 
aiguilles d'une montre de 15° des hélices présentes dans le segment TM2 (Unwin, 1995 et 
Unwin et al., 2002). Chez le récepteur hybride 5-HT
3
R-AChBP, il a été montré l’importance 
des brins β ainsi que des boucles présentes dans une sous-unité composant le récepteur. En 
effet, les brins β ainsi que les boucles sont impliqués dans la propagation de la dynamique 
structurale (Figure 8). 
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Figure 8 : Modèle structural d’une sous-unité composant le répéteur chimère 5-HT3R-
AChBP. Les hélices α sont en rouge et les feuillets β en cyan. Les régions impliquées dans 
la propagation de la dynamique structurale sont colorées : boucle L2 (orange), L7 ou boucle 
cystéine (vert), L9 (magenta) et M2-M3 (bleu). (B) Vue rapprochée de la zone de couplage 
entre le domaine extracellulaire et le domaine transmembranaire (modifié d’après Bouzat et 
al., 2004). 
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4. Sous-unités qui composent le récepteur et modulation des nAChR  
 
4.1. Présentation des sous-unités composant les nAChR chez les vertébrés 
 
Actuellement, chez les vertébrés, 17 sous-unités ont été caractérisées (α1-α10, β1-β4, γ, 
δ et ε) dont 5 au niveau musculaire (⍺1, β1, γ, δ et ε) et 12 au niveau neuronal (⍺2-⍺10, β2- β4) 
(Figure 9). Le nAChR musculaire est un récepteur hétéromérique constitué de 2 sous-unités α 
et d’une sous-unité β, δ et γ (Albuquerque et al., 2009). Elles sont disposées dans l'ordre αγαβδ 
(Figure 10) (Karlin, 2002). La composition du récepteur musculaire est différente en fonction 
du stade de développement. Par exemple la sous-unité γ qui est présente dans le muscle foetal 
de veau est remplacée par la sous-unité ε chez l’adulte, formant ainsi le récepteur (α1)β1γε 
(Reynolds et Karlin, 1978 ; Mishina et al, 1986;).  
Le second groupe de nAChR présent chez les vertébrés rassemble les récepteurs neuronaux. Ils 
forment un ensemble de récepteurs diversifiés avec des compositions distinctes (Millar, 2009). 
En effet, à la différence des autres sous-unités, les sous-unités α7, α8 et α9 sont capables de 
former un récepteur fonctionnel homomérique (Couturier et al., 1990 ; Elgoyhen et al., 1994) 
bien que les sous-unités α7 et α9 peuvent également s’assembler avec d’autres sous-unités et 
former un récepteur hétéromérique (Elgoyhen et al., 2001 ; Azam et al., 2003).  
Ces sous-unités permettent de produire un nombre important de récepteurs qui sont présents 
dans différentes structures, comme le système nerveux, la peau, le pancréas, le poumon… Les 
propriétés des différents sous-types de nAChR leur confèrent diverses fonctions dans la 
régulation des processus physiologiques (Albuquerque et al., 2009). Par exemple, le récepteur 
⍺4β2 serait impliqué dans l’épilepsie autosomique dominante au niveau du lobe frontal. En 
effet, la mutation de la sérine en position 284 en une leucine dans le gène codant pour la sous-
unité α4 entraîne une désensibilisation rapide du récepteur et une modification de la 
perméabilité aux ions Na+. Cette modification des propriétés électrophysiologiques du 
récepteur serait en partie responsable de l’épilepsie (Matsushima et al., 2002).  
 
4.2. Etude pharmacologique des nAChR des vertébrés 
 
Les récepteurs nicotiniques peuvent être pharmacologiquement classés en deux groupes : 
les récepteurs sensibles à l’⍺-Bgt et les récepteurs insensibles à l’⍺-Bgt. Couturier et ses 
collaborateurs ont montré que les récepteurs sensibles à l’⍺-Bgt étaient des récepteurs  
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Figure 9 : Relation phylogénétique entre les différentes sous-unités de vertébrés. Les sous-
unités peuvent former des récepteurs neuronaux (en bleu) ou des récepteurs de type 
musculaire (en rouge) (modifié d’après Le Novère et al., 2002) 
Figure 10 : Les sites de liaisons à l’ACh sur le récepteur musculaire. (A) Représentation 
d’un récepteur à l’ACh de type musculaire. (B) Vue du dessus. 
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homomériques, tels que les récepteurs neuronaux formés par les sous-unités ⍺7 et ⍺8, ainsi que 
le récepteur ⍺9, spécifiquement identifié dans la cochlée (Couturier et al., 1990 ; Elgoyhen et 
al., 1994). Néanmoins, le récepteur musculaire (α1)2β1γδ identifié dans la fibre musculaire 
embryonnaire ainsi que le récepteur hétéromérique ⍺9⍺10, identifié dans les cellules de 
cochlée, sont également sensibles à l’⍺-Bgt (Elgoyhen et al., 2001 ; Le Norvère et al., 2002). 
Bien que les récepteurs ⍺9 et ⍺9⍺10 soient tous les deux sensibles à l’⍺-Bgt, ils possèdent des 
propriétés pharmacologiques distinctes. Le récepteur ⍺9⍺10 est 100 à 1000 fois plus sensible à 
l’ACh que le récepteur ⍺9 (Sgard et al., 2002). De plus, le calcium extracellulaire inhibe le 
récepteur homomérique ⍺9 et potentialise le récepteur hétéromérique ⍺9⍺10 (Katz et al., 2000 ; 
Elgoyhen et al., 2001). Finalement, bien que l’⍺-Bgt ait permis la caractérisation des récepteurs 
homomériques, il s’avère que des récepteurs hétéromériques peuvent être bloqués par cette 
toxine. 
 
De manière générale, les récepteurs insensibles à l’⍺-Bgt sont des récepteurs de type 
hétéromérique composés des sous-unités ⍺2- ⍺6 et β2- β4 et qui possèdent une forte affinité 
pour la NIC (Gotti et al., 2009 ; Changeux, 2010). Dans les récepteurs hétéromériques, les sous-
unités qui ne participent pas directement à la formation du site de liaison sont appelées sous-
unités accessoires. Actuellement, seules les sous-unités ⍺5 et β3 sont capables d'occuper la 
position accessoire dans les récepteurs fonctionnels et de modifier les propriétés 
pharmacologiques et biophysiques, ainsi que la sensibilité aux modulateurs allostériques du 
récepteur (Kuryatov et al., 2008). Par exemple, les sous-unités α5 et β3 sont capables de 
s’assembler avec les sous-unités α4 et β2 qui forment le récepteur nicotinique α4β2, pour 
constituer le récepteur α4β2β3 ou α4β2α5 bien que la présence de ce dernier n’ait jamais été 
identifiée dans le cerveau. Les deux récepteurs ont un meilleur taux d’expression dans les 
cellules HEK (human embryonic kidney) humaines et le récepteur α4β2α5 est plus sensible à 
la galanthamine. Cette sensibilité semble être associée à la présence de la sous-unité α5 
(Kuryatov et al., 2008). La stœchiométrie peut également moduler les propriétés 
pharmacologiques du récepteur. Ainsi, les récepteurs contenant les sous-unités α4 et β2 peuvent 
exister sous deux configurations stœchiométriques, le récepteur (α4)2(β2)3 et le récepteur 
(α4)3(β2)2. Ce dernier, est moins sensible à l’ACh et plus perméable au calcium (Zwart et 
Vijverberg, 1998 ; Nelson et al., 2003 ; Moroni et al., 2006). 
  
Introduction générale : les récepteurs à l’acétylcholine de type nicotinique chez les vertébrés 
 27 
4.3. Modulation allostérique des nAChR neuronaux 
 
Le terme « modulateur allostérique » décrit tout ligand qui altère les propriétés 
fonctionnelles du récepteur nicotinique en interagissant avec un site distinct, nommé site 
allostérique, du site conventionnel de liaison à l’ACh (Chatzidaki et Millar, 2015). Les modulateurs 
allostériques peuvent être classés en quatre groupes, en fonction de leur site de liaison et de leur 
effet modulateur :  
	
Les modulateurs allostériques positifs (« Positive allosteric modulators », PAM) 
permettent d’augmenter l’amplitude du courant en présence d’un agoniste orthostérique. Un 
PAM augmente l’efficacité de l’agoniste en réduisant la barrière énergétique entre les états 
« ouvert » et « fermé » ou en augmentant la barrière énergétique entre les états « ouvert » et 
« désensibilisé ». Différentes molécules comme l'ivermectine peuvent agir comme PAM, en se 
liant à un site transmembranaire inter-sous-unités et en bloquant la transition du canal de l'état 
« ouvert » vers l'état « fermé » (Cecchini et Changeux, 2015). Les PAMs sont classés en 2 
catégories :  
• Les PAM de type I : ils permettent d’augmenter l’amplitude du courant mais 
n’influencent pas la désensibilisation du récepteur. (Chatzidaki et al., 2015). 
• Les PAM de type II : ils amplifient la réponse obtenue par l’agoniste et réduisent la 
vitesse de désensibilisation (Grønlien et al., 2007 ; Chatzidaki et al., 2015) 
 
De nombreux travaux concernant les modulateurs allostériques ont été réalisés sur les 
récepteurs α7 d’humain, de rat et de poussin (Tableau 1). La plupart des PAMs ont un faible 
effet sur la désensibilisation et une faible sélectivité pour le récepteur α7. Cependant, certaines 
molécules comme le N-(5-Chloro-2,4-dimethoxyphenyl)-N′-(5-methyl-3-isoxazolyl)-urea 
(PNU-120596), le 3a,4,5,9b-Tetrahydro-4-(1-naphthalenyl)-3H-cyclopentan[c]quinoline-8-
sulfonamide (TQS) et le 4-[5-(4-Chlorophenyl)-2-methyl-3-(1-oxopropyl)-1H-pyrrol-1-
yl]benzenesulfonamide (A-867744) présentent une forte sélectivité pour ce récepteur et 
provoquent une forte désensibilisation du récepteur en présence d’un agoniste orthostérique 
(Hurst et al., 2005 ; Grønlien et al., 2007 ; Faghih et al., 2009 ; Malysz et al., 2009 ; Chatzidaki 
et al.,2015). De même, quelques ligands allostériques, comme le 4-(4-bromophenyl)-3a,4,5,9b-
tetrahydro-3H-cyclopenta[c]quinoline-8-sulfonamide (4BP-TQS), sont capables d’induire 
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l’activation des récepteurs en absence de l’ACh (Grønlien et al., 2010; Gill et al., 2011) en se 
liant à un site transmembranaire allostérique (Gill et al., 2011). 
 
Les modulateurs allostériques négatifs (« Negative allosteric modulators », NAM) 
réduisent la durée moyenne du temps d'ouverture du canal sans modifier la liaison de l’agoniste 
au récepteur (Arias et al.,1998a, 1998b). Les NAM sont souvent qualifiés d’« antagonistes non 
compétitifs », en effet ces termes sont utilisés de façon interchangeable (Chatzidaki et al., 
2015). Il existe deux catégories d’antagonistes en fonction du site de liaison de la molécule sur 
le récepteur. Les antagonistes qui se fixent de manière compétitive au site de liaison à l’ACh 
sont dits compétitifs. Les antagonistes qui se lient à un site autre que celui de l’ACh sont quant 
à eux des antagonistes non compétitifs. Comme pour les PAM, de nombreux NAM ont été 
identifiés et classés en deux catégories : 
• Les antagonistes qui se lient au canal et bloquent le flux des ions  
• Les antagonistes qui modulent les propriétés du récepteur comme la désensibilisation et 
le retour à l’équilibre (Chatzidaki et Millar, 2015).  
 
Les modulateurs allostériques silencieux (« Silent allosteric modulator », SAM) agissent 
sur un site allostérique, mais n'exercent aucun effet modulateur sur les réponses induites par un 
ligand (Schann et al., 2010 ; Noblin et al., 2012 ; Burford et al., 2013). Les SAM ne 
potentialisent pas ou n'inhibent pas les réponses par les agonistes, mais ils peuvent influencer 
la modulation allostérique en bloquant l'effet d'autres composés allostériques. Pour cela, ils se 
lient à un site allostérique et bloquent la liaison des PAM et des NAM (Gill-Thind et al., 2015).  
 
Il faut noter que de nombreux composés sont capables d’agir comme des modulateurs 
allostériques. En effet des études récentes ont montré que des changements mineurs dans la 
structure chimique d’une molécule, tels que la substitution d’un méthyle, pouvaient déterminer 
sa capacité à agir sur les nAChR comme PAM, NAM ou SAM (Gill-Thind et al., 2015) 
(Tableau 1). 
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Molécule Modulation Récepteur Référence 
PNU-120596 PAM type II α7 (humain) (Hurst et al., 2005) 
5-hydroxyindole PAM type I α7 (humain) (Zwart et al., 2002) 
Ivermectine PAM α7 (poussin et humain)  (Krause et al., 1998) 
CCMI (compound 6 ) PAM type I α7 (humain) (Ng et al., 2007) 
TQS PAM type II α7 (humain)  (Gronlien et al., 2007) 
Génistéine PAM type I α7 (Gronlien et al., 2007) 
A-867744 PAM type II α7 (huamin, rat) (Malysz et al., 2009) (Faghih et al., 2009) 
NS-1738 PAM type I α7 (humain) (Timmermann et al., 2007) 
LY-2087101 
PAM type I 
α7 (humain) 
(Broad et al., 2006) 
LY- 2087133 α4β4 (humain) 
LY-1078733 α2β4 (humain) 
([2-(4-fluoro-phenylamino)-4-
methyl-thiazol-5-yl]-
thiophen-3-yl-methanone) 
α4β2 (humain) 
17b-estradiol (stéroïdes) PAM1 
α4β2 (humain)  
(Curtis et al., 2002 ; Jin et Steinbach, 2011) 
α4β4 (humain) 
Galantamine PAM1 
α4β2 (humain) 
(Samochocki, 2003) α6β4 (humain) 
α3β4 (humain) 
Levamisole PAM1 
α3β4 (humain) 
(Levandoski et al., 2003) 
α3β2 (humain) 
Morantel PAM1 
α3β4 (rat) 
(Wu et al., 2008) 
α3β2 (rat) 
Mecamylamine NAM 
α3β4 (humain) 
(Papke et al., 2001) 
α3β2 (humain) 
α4β2 (humain) 
α7 (humain) 
Menthol NAM 
α4β2 (humain) (Hans et al., 2012) 
α7 (humain) (Ashoor et al., 2013) 
α3β4 (humain) (Ton et al., 2015) 
Clozapine NAM α7(poulet) (Singhal et al., 2007) 
Zinc NAM α7 (poulet) (Palma et al., 1998) 
progesterone NAM 
α4 (rat) (Arias, 1998) (Valera et al., 1992; Pereira et 
al., 2002) α3β4 (humain) 
2,3,5,6MP-TQS 
SAM α7 (humain) (Gill-Thind et al., 2015) 
2,4,6MP-TQS 
 
 
1: le type de PAM n’est pas spécifié 
Tableau 1 : Liste non exhaustive des molécules agissant comme modulateurs allostériques. 
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B. Les récepteurs de type nicotinique chez les insectes 
 
1. Diversité des sous-unités composant les nAChR  	
 
A l’inverse des mammifères, les insectes possèdent des nAChR exclusivement au niveau du 
système nerveux central (Vo et al., 2010). En effet, leur transmission synaptique à la jonction 
neuromusculaire est glutaminergique (Usherwood et al., 1994 ; Millar, 1999 ; Vo et al., 2010). 
Grâce aux données de séquence des différentes sous-unités des récepteurs nicotiniques de 
vertébrés, différents gènes orthologues ont pu être identifiés chez les insectes.  
 
Les premières études réalisées sur la mouche Drosophila melanogaster ont permis 
d’identifier la première sous-unité α d’insecte, nommée alpha like subunit (ALS), ensuite 
diverses sous-unités ont été identifiées. Actuellement, 10 sous-unités sont connues, 7 de type α 
(Dmα1- Dmα7) et 3 de type non α (Dmβ1-Dmβ3) (Bossy et al., 1988 ; Satelle et al., 2005). Les 
sous-unités des nAChR ont été identifiées chez certains insectes comme les pucerons 
Acyrthosphon pisum (Dale et al., 2010 ; Liu et al., 2013) et Myzus persicae (Sgard et al., 1998), 
le moustique Anopheles gambiae (Jones et al., 2005), l’abeille domestique Apis melllifera 
(Jones et al., 2006), les papillons Bombyx mori (Shao et al., 2007) et Manduca sexta (Eastham 
et al., 1998), et la blatte Periplaneta americana (Taillebois et Thany, 2016) (Tableau 2). 
L’analyse phylogénétique indique que toutes les sous-unités orthologues à la sous-unité Dmβ2 
sont des sous-unités α, cela suggère un changement fonctionnel du rôle de cette sous-unité chez 
la drosophile (Jones et al., 2007). D’autres différences phylogénétiques ont été observées entre 
les différentes espèces. Par exemple, le ver de farine Tribolium castaneum possède deux sous-
unités au sein du groupe des β2, la sous-unité Tc⍺11 et Tc⍺8 alors que leur nomenclature 
devrait les classer comme des α (Jones et Sattelle, 2007). De même, le puceron A. pisum ne 
possède pas la sous-unité α5. Cette dernière existe chez d’autres insectes et est décrite comme 
faisant partie du cluster des α7 (Dale et al., 2010). Cependant, la sous-unité Apα7 du puceron 
A. pisum présente des duplications en tandem inhabituelles, des exons 6 et 7, qui suggèrent 
l’existence de phénomènes d’épissage alternatif (Dale et al., 2010). Par conséquent, il a été 
proposé que les événements de duplication sur la sous-unité Apα7 pourraient représenter les 
premières étapes de la diversification menant à la génération d'un gène identifié comme α5 chez 
les insectes (Dale et al., 2010) (Figure 11, Tableau 2).  
Le nombre de gènes codant des sous-unités de nAChR est plus petit chez les insectes que  
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Figure 11 : Arbre phylogénétique des sous-unités de récepteurs nicotiniques chez 
différentes espèces d’insectes (modifié d’après Taillebois et Thany 2016). 
Am : Apis mellifera 
Ag : Anopheles gambiae 
Dm : Drosophila melanogaster 
Ag : Anopheles gambiae 
Bm : Bombyx mori 
Am : Apis mellifera 
Nv : Nasonia vitripennis 
Pa : Periplaneta Americana 
Tc : Tribolium castaneum 
Tableau 2 : Tableau récapitulatif des sous-unités identifiées pour chaque espèce d’insecte 
(modifié d’après Dupuis et al., 2012). 
Espèce Groupe α1 Groupe α2 Groupe α3 Groupe α4 Groupe α5-α7 Groupe β1 Groupe α8 Sous unité 
divergentes
Ref
Apα6 Apα9
Apα7 Apα8 Apα10
Apβ2
Agα5
Agα1 Agα6
Agα7
Amα6 Amβ2
Amα7 Amα9
Bmα5 Bmα9
Bmα1 Bmα6 Bmα8 Bmβ2
Bmα7 Bmβ3
Dmα5
Dmα6
Dmα7
Lmα5 Lmα9
Lmα6 Lmβ2
Lmα7
Nvα9
Nvα10
Nvα5 Nvα11
Nvα6 Nvα12
Nvα7 Nvβ2
Nvβ3
Nvβ4
Paα7
Paα8
Tcα5 Tcα8 Tcα9
Tcα6 Tcα11 Tcα10
Tcα7
Paα4 Paβ1 Paα8 Taillebois et Thany 2016
Periplaneta 
americana
Paα1 Paα2 Paα3
 Dale et  al., 2010
Anopheles 
gambiae
Agα2 Agα3 Agα4 Agβ1 Agα8 Agα9 Jones et al., 2005        Holt et al.,  2002
Acyrthosiphon 
pisum
Apα1 Apα2 Apα3 Apα4 Apβ1
Amα8 Jones et al.,  2006  
Xia et  al.,  2004      
Shao et al.,  2007     
Apis mellifera Amα1 Amα2 Amα3 Amα4 Amβ1
Bombyx mori Bmα2 Bmα3 Bmα4 Bmβ1
Dmβ2 Dmβ3 Adam et al., 2000      Sattelle et al., 2005
Locusta 
migratoria
Lmα1 Lmα2 Lmα3 Lmα4 Lmβ1 Lmα8
Drosophila 
melanogaster
Dmα1 Dmα2 Dmα3 Dmα4 Dmβ1
Wang et al., 2014
Nasonia 
vitripennis
Nvα1 Nvα2 Nvα3 Nvα4 Nvβ1 Nvα8 Werren et al,.  2010    Jones et al.,  2010
Jones et Sattelle 
2007
Tribolium 
costaneum
Tcα1 Tcα2 Tcα3 Tcα4 Tcβ1
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chez les mammifères, cependant, l’existence de phénomènes d’épissage alternatif des exons 
confère probablement une grande diversité de récepteurs nicotiniques chez les insectes 
(Lansdell et al., 2000 ; Jones et al., 2007).  
Les sous-unités de nAChR d’insectes sont classées en fonction de leur homologie de 
séquence (Figure 11) (Jones et al., 2007). L’étude des séquences des nAChR d’insectes a 
permis d’identifier six groupes monophylétiques qui semblent diverger d’un ancêtre commun 
distinct de celui des vertébrés. Il s’agit des sous-unités α1, α2, α3, α4, α8 et β1. A l’inverse, les 
sous-unités ⍺5, α6 et α7 sont très proches phylogénétiquement et partagent un ancêtre commun 
avec les α7 et α8 des vertébrés (Thany et al., 2007). Parmi les sous-unités d’insectes, les sous-
unités Dmβ1, Amβ1 et Agβ1 sont les plus conservées, avec une homologie de 80 %. Cependant 
des sous-unités dites divergentes, avec moins de 20% d’homologie, ont également été 
identifiées chez de nombreuses espèces d’insectes telles que D. melanogaster (Dmβ3) (Lansdell 
et Millar, 2002), A. gambiae (Agα9) (Jones et al., 2005), A. mellifera (Amα9 et Amβ2) (Jones 
et al., 2006), A. pisum (Apα9, Apα10 et Apβ2) (Jones et al., 2006), T. castaneum (Tc⍺9 et  
Tc⍺10) (Figure 11, Tableau 2). La guêpe Nasonia vitripennis est celle qui possède le nombre 
le plus important de sous-unités divergentes (Nvα9-12 et Nvβ2-4) (Jones et al., 2010). Bien que 
le rôle des sous-unités divergentes soit méconnu, elles sont caractérisées par une boucle 
intracellulaire entre les segments TM3 et TM4 de taille inférieure à celle des autres sous-unités 
(Jones et al., 2010). Les sous-unités divergentes Tc⍺9 et Nv⍺11 présentent la même 
modification d’acides aminés au niveau de la boucle C. Le motif YxCC, très conservé et présent 
chez les sous-unités ⍺ des autres insectes et des mammifères, est remplacé par le motif FxCC 
dans les sous-unités Tc⍺9 et Nv⍺11. La présence de ces deux sous-unités dans le récepteur peut 
modifier les propriétés de liaison du récepteur nicotinique (Jones et al., 2007). En effet il a été 
montré que la mutation de la tyrosine (Y) en la phénylalanine (F) dans le récepteur ⍺7 de 
mammifère aboutit à une diminution de l’affinité pour l’ACh (Galzi et al., 1991). En plus de 
cette substitution, la sous-unité Tc⍺9 présente une délétion du motif GEK qui se situe en amont 
du segment TM2. Ce motif est impliqué dans la perméabilité et la sélectivité ionique (Jensen et 
al., 2005). L’absence de ce motif et en particulier de l’acide glutamique (E) peut provoquer une 
faible perméabilité du récepteur au calcium. L’étude du récepteur ⍺7 de poulet a montré que 
cette délétion altérait la perméabilité au calcium mais n’affectait pas le transport du sodium et 
du potassium (Bertrand et al., 1993). 
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2. Étude pharmacologique des récepteurs d’insectes  
 
2.1. Etude pharmacologique par des approches d’électrophysiologie 
 
Les études électrophysiologiques permettant la caractérisation des récepteurs 
nicotiniques neuronaux des insectes sont en générales réalisées sur des neurones isolés de la 
blatte P. americana (Thany, 2009 ; Salgado, 2016 ; Sun et al., 2017) ou de l’abeille A. mellifera 
(Goldberg et al., 1999 ; Déglise et al., 2002 ; Dupuis et al., 2011). Comme pour les vertébrés, 
les nAChR d’insectes peuvent être classés en deux catégories selon leur sensibilité pour l’⍺-
Bgt. Parmi les récepteurs sensibles à l’α-Bgt, deux sous-types ont pu être isolés sur les neurones 
situés sur les ganglions thoraciques de la blatte P. americana. Le premier sous-type est appelé 
nAChRD pour « Desensitized nicotinic acetylcholine receptor ». Le sous-type nAChD se 
désensibilise en présence continue d'agonistes et possède une forte liaison pour les agonistes à 
l'état « désensibilisé ». A l’inverse, le sous-type nAChN (pour « non desensitized nicotinic 
acetylcholine receptor ») ne se désensibilise pas, il est continuellement activé par les agonistes. 
De plus, contrairement aux nAChRDs, les récepteurs nAChRNs ont une affinité beaucoup plus 
élevée pour l’α-Bgt et la méthyllycaconitine (MLA). La différence pharmacologique des deux 
récepteurs a également été observée ultérieurement lors de l’application d’autres composés tels 
que des antagonistes non compétitifs ou bien des néonicotinoïdes (Salgado, 2016). Par exemple, 
il est courant d’utiliser l’IMI pour bloquer le sous-type nAChD. L’étude des IC50 (concentration 
qui inhibe 50% des récepteurs) révèle que les nAChD sont nettement plus sensibles aux 
insecticides néonicotinoïdes (Salgado, 2016).  
 
L’étude des récepteurs sensibles à l’α-Bgt a été réalisée sur les cellules de Kenyon des 
corps pédonculés de l’abeille A. mellifera. Goldberg et ses collaborateurs ont montré que 80% 
du courant nicotinique était bloqué irréversiblement par l’α-Bgt (Goldberg et al., 1999). Par la 
suite l’application de différents agonistes et antagonistes a permis d’affiner l’étude des 
caractéristiques pharmacologiques des nAChR d’A. mellifera. Ainsi, il a été montré que les 
cellules de Kenyon d’A. mellifera aux stades adultes, étaient sensibles à de fortes concentrations 
d’antagonistes telles que la dihydroxy-β-érythroïdine (DHE), la MLA et l’α-Bgt. Cependant, 
l’inhibition des courants nicotiniques générés par ces molécules est dose-dépendante et en 
partie réversible, à l’exception de l’α-Bgt qui induit une inhibition totale et irréversible (Dupuis 
et al., 2011). Les études électrophysiologiques sur des neurones issus d’abeille au stade pupe 
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met en évidence un profil pharmacologique différent.  La NIC agit sur les cellules de Kenyon 
d’abeilles au stade pupe comme agoniste partiel alors qu’elle est un agoniste plein pour les 
cellules au stade adulte. De plus, la DHE et la MLA, qui ont une inhibition réversible, sont de 
très bons antagonistes des récepteurs nicotiniques exprimés sur ces neurones. En effet, ils 
présentent une efficacité de 5*106 fois (DHE) et 2*103 fois (MLA) supérieure (Wüstenberg et 
Grünewald, 2004 ; Dupuis et al., 2011). Des étude électrophysiologiques ont également été 
réalisées sur des neurones isolés issus des lobes antennaires de l’abeille A. mellifera. Dans ce 
cas, la NIC agit comme agoniste partiel, et les antagonistes MLA, DHE et α-Bgt inhibent 
complètement la réponse induite par l’ACh. Cependant, comme au niveau des cellules de 
Kenyon, l’inhibition est réversible (Barbara et al., 2008).  
 
Les études réalisées chez l’abeille révèlent l’existence de plusieurs sous-types de récepteurs 
avec des propriétés différentes en fonction de leur localisation et du stade de développement de 
l’insecte. En effet, contrairement à d'autres insectes, comme la blatte P. americana, la présence 
de nAChR résistants à l’α-Bgt n'est pas clairement montrée (Gauthier et al., 2006). Ainsi, chez 
la blatte, deux types de récepteurs insensibles à l’α-Bgt ont été caractérisés au niveau des 
neurones DUM (Dorsal Unpaired Median) du sixième ganglion abdominal (Ganglion terminal 
de la chaîne nerveuse). Ils se différencient par leur perméabilité ionique et leur sensibilité à 
différents antagonistes nicotiniques. En faisant varier le potentiel imposé et les antagonistes 
appliqués, il est possible d’identifier les deux sous-types de récepteur. En effet, l’application de 
NIC au niveau des neurones DUM induit une courbe courant-potentiel en cloche : de -100 mV 
à -50 mV, la première phase de cette courbe correspond au sous-type nAChR1 qui est bloqué 
par la d-tubocurarine et de -50 mV à +20 mV, la deuxième phase correspond au sous-type 
nAChR2 qui est bloqué par la mecamylamine et à l’α- conotoxine ImI (Courjaret et Lapied, 
2001) (Figure 12). 
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Figure 12 : Courbe I/V induit par l’application de NIC 10mM (⚬). Le potentiel imposé varie 
de -90 mV à -30 mV. Une distinction des deux sous types est réalisée lorsque le potentiel est 
de -50mV. (A) l’application de d-tubocurarine (●) induit une diminution du courant nicotinique 
entre -90mV et -50mV. Les nAChR1 sont donc inhibés par ce composé. (B) L’application de 
MCA (●) n’affecte pas les nAChR1 mais inhibe les nAChR2. (C) Comme pour la 
mécamylamine, ⍺-conotoxine ImI (●) induit une diminution du courant des récepteurs nAChR2 
(modifié d’après Courjaret et Lapied, 2001).  
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2.2. Caractérisation des sites de liaison des nAChR d’insectes par des tests de liaison par 
affinité  
 
Les études de liaison par affinité ont permis d’identifier le nombre de sites de liaison 
potentiels entre les récepteurs nicotiniques natifs d’insectes et leurs ligands. Particulièrement, 
l’utilisation de [125I]-α-Bgt a permis de mettre en évidence des sites de liaison à l’α-Bgt. Chez 
les pucerons Myzus persicae et Acyrthosiphon pisum deux sites de liaison à l’α-Bgt ont été 
identifiés (Lind, 1999 ; Taillebois et al., 2014) alors qu’un seul site est présent chez Manduca 
sexta, Apis mellifera et Locusta migratoria (Eastham et al., 1998 ; Tomizawa et al., 2005). Le 
nombre de sites de liaison ainsi que l’affinité de ces sites pour l’α-Bgt diffèrent donc selon les 
espèces. Des études du même type ont été réalisées en utilisant des sondes tritiées de différents 
néonicotinoïdes, comme l’IMI ([H3]-IMI). De même, les études ont montré que les 
hyménoptères, tels que M. persicae et N. lugens possèdent deux sites de liaisons à l’IMI alors 
que les diptères et les lépidoptères tels que M. domestica et M. sexta possèdent seulement un 
site de liaison (Kayser et al., 2016 ; Lind 1998 ; Jones et al., 2010 ; Zhang et al., 2000). Ainsi 
un site de haute affinité et un site de basse affinité pour l’IMI ont été identifiés chez L. 
migratoria, N. lugens, A. pisum (Li et al., 2010 ; Taillebois et al., 2014 ; Bao et al., 2017). 
 
Chez la drosophile D. melanogaster, l’utilisation en compétition d’IMI et d’α-Bgt 
radiomarqués, a montré qu’ils se fixaient sur des sites distincts (Zhang et al., 2004). Une 
absence de compétition entre ces deux molécules a également été observée chez M. persicae, 
Aphis craccivora et A. pisum (Wiesner et Kayser, 2000). Cependant, la présence de nAChR 
sensibles à l'α-Bgt et à l'IMI semble être spécifique du puceron A. pisum suggèrant la présence 
de sites de liaison à très haute affinité supplémentaire pour l’α-Bgt (Taillebois et al., 2018, 
Annexe). Fait intéressant, l’étude réalisée chez P. americana montre que les néonicotinoïdes 
acétamipride (ACE), CLO et thiaméthoxame (TMX) ont une haute affinité pour les sites de 
liaison à l’α-Bgt (Orr et al., 1997). La CLO et le TMX semblent se lier à la fois aux sites de 
liaison à faible et à haute affinité pour l'α-Bgt. Les insecticides néonicotinoïdes sont donc 
capables de se lier aux sites de liaison sensibles à l'α-Bgt (Taillebois et al., 2018). 
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2.3. Influence de la composition en sous-unité sur les propriétés pharmacologiques 
 
La technique de double micro-électrode en potentiel imposé est fréquemment utilisée afin 
d’étudier l’influence des sous-unités sur les propriétés pharmacologiques des récepteurs. Bien 
que cette technique soit très efficace pour l’étude des récepteurs de mammifère, peu de 
récepteurs nicotiniques fonctionnels ont été obtenus chez les insectes. En effet, l'expression de 
nAChR d'insecte dans des systèmes d'expression hétérologue est très limitée (Millar, 1999, 
2009). La première expression d’un récepteur fonctionnel à partir d’une sous-unité d’insecte a 
été réalisée chez L. migratoria. Les courants obtenus avec la NIC sont de faibles amplitudes, 
entre 5- 40 nA (Marshall et al., 1990). Par la suite, Sgard et ses collaborateurs ont également 
exprimé un récepteur fonctionnel à partir des sous-unités Mpα1 et Mpα2 de M. persicae (Sgard 
et al., 1998). Comme pour L. migratoria les réponses obtenues pour la NIC étaient de faible 
amplitude, 40 nA pour le récepteur Mpα1 et 10 nA pour le récepteur Mpα2 (Sgard et al., 1998). 
Afin de surmonter ce problème d’expression, les sous-unités α d’insectes sont généralement 
couplées à des sous-unités β de mammifères, formant un récepteur chimère. Ce couplage sous-
unité α d’insectes et sous-unité β de mammifères a permis d’étudier certaines combinaisons de 
récepteurs chez les insectes et leurs propriétés pharmacologiques.  
 
L’expression en système hétérologue de la sous-unité D⍺2 de drosophile avec la sous-
unité β2 de rat montre une sensibilité à l’IMI 37 fois plus importante que le récepteur α4β2 de 
rat (Matsuda et al., 1998), suggérant que cette sous-unité s’assemble certainement avec une 
autre sous-unité pour former un récepteur hétéromérique fonctionnel chez la drosophile. 
D’autres récepteurs chimériques ont également été mis en évidence chez la drosophile, comme 
Dα1β2 et Dα3β2 qui sont sensibles à l’α-Bgt alors que le récepteur Dα2β2 est insensible 
(Bertrand et al., 1994 ; Lansdell et al., 2000) (Figure 13). Il faut noter que des tests 
d’immunoprécipitation et de chromatographie par affinité pour l’α-Bgt avaient permis 
d’identifier trois combinaisons potentielles de sous-unités pouvant constituer un récepteur 
sensible à l’α-Bgt. Ainsi les récepteurs constitués des sous-unités Dα3Dβ1, Dβ2Dβ1 et 
Dα1Dα2Dα3 seraient sensibles à l’α-Bgt (Chamaon et al., 2000, 2002 ; Schulz et al., 2000). De 
même, l’expression de la sous-unité Dβ3 avec d’autres sous-unités α ou β de drosophile permet 
la formation de nAChR fonctionnels et insensibles à l’α-Bgt (Lansdell et al., 2002). Chez 
d’autres insectes comme C. felis, S. gregaria et L. cuprina la sous-unité α1 confère une 
sensibilité à l’α-Bgt alors que la sous-unité α2 attribue une insensibilité au récepteur à l’α-Bgt 
(Dederer et al., 2011, 2013). Il semblerait donc que les sous-unités ⍺ confèrent des propriétés 
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pharmacologiques bien distinctes. Cependant l’expression de la sous-unité Dα4 avec une sous-
unité β2 permet la formation d’un récepteur sensible à l’épibatidine (EPI) alors que le récepteur 
composé de la sous-unité Mpα4 y est insensible (Huang et al.,1999, Lansdell et al., 2000). 
L’influence de la composition en sous-unités sur les propriétés pharmacologiques a également 
été observée chez le puceron Myzus Persicae. La co-expression des sous-unités Mpα1, Mpα2 
et Mpα3 avec une β2 de mammifère indique que l’IMI agit de manière identique sur les 
récepteurs formés des sous-unités Mpα2 et Mpα3 alors que le récepteur Mpα1β2 est insensible 
(Huang et al., 1999).  
 
Des études ont également été réalisées sur des récepteurs natifs de la blatte Periplaneta 
americana, grâce à la technique d’ARN interférent (ARNi). L’objectif était d’identifier la 
composition en sous-unités des deux sous-types de récepteurs insensibles à l’α-Bgt identifiés 
sur les neurones DUM, nAChR1 et nAChR2. Sun et ses collaborateurs ont montré que 
l’inhibition de l’expression des sous-unités Pam⍺3, Pam⍺8, Pamβ1, de la blatte P. americana, 
entraîne une diminution des courants induits par l’IMI et la NIC (Sun et al., 2017). Etant donné 
que l’IMI n’active que le sous-type nAChR1, ils ont conclu que Pam⍺3, Pam⍺8 et Pamβ1 
étaient impliqués dans la composition de nAChR1. En effet, les ARNi dirigés contre Pam⍺1, 
Pam⍺2 et Pamβ1 induisaient une diminution significative des courant induits par la NIC sur le 
sous-type nAChR2. Ces résultats confirment que nAChR1 et nAChR2 sont deux populations 
distinctes avec des propriétés pharmacologiques différentes (Sun et al., 2017). Fait intéressant, 
chez la cicadelle brune Nilaparvata lugens, l’étude des récepteurs natifs a montré que les sous-
unités Nl⍺3, Nl⍺8 et Nlβ1 formaient un récepteur distinct de celui formé par les sous-unités 
Nl⍺1, Nl⍺2 et Nlβ1 (Li et al., 2010). Cependant chez N. lugens le récepteur composé des sous-
unités Nl⍺1, Nl⍺2 et Nlβ1 peut être activé par l'IMI qui est un agoniste des récepteurs 
recombinants formés des sous-unités Nl⍺1, Nl⍺2 et rβ2 (sous-unité β2 du rat) exprimés dans 
des ovocytes de xénope. Des études complémentaires montrent que les nAChR composés des 
sous-unités Nl⍺3, Nl⍺8 et Nlβ1 possédent des sites de haute affinité pour l’IMI (Liu et al., 
2009 ; Sun et al., 2017). 
Introduction générale : les récepteurs de type nicotinique chez les insectes 
 
 39 
 
Figure 13 : Exemple de récepteurs exprimés en système hétérologue. Les sous-unités ⍺1 forment 
des récepteurs homomériques sensibles à l’⍺-Bgt chez Schistocerca gregaria et Myzus persicae. A 
l’inverse les sous-unités ⍺2 forment des récepteurs homomériques insensibles à l’⍺-Bgt pour 
Drosophila melanogaster et Myzus persicae. Les récepteurs hétéromériques sont formés de sous-
unités ⍺ de drosophile et de sous-unités β2 de vertbrés : poulet (C) et rat (R). En fonction de la sous-
unité ⍺ leur sensiblité à l’⍺-Bgt varie (modifié d’après Dupuis et al., 2012). 
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C. Les produits phytosanitaires 
 
1. Historique 
 
L’utilisation des pesticides remonte à la Grèce antique (1 000 ans av J-C), où le soufre et 
l’arsenic étaient utilisés comme insecticides. Puis durant le moyen-âge, les plantes du genre 
Aconit étaient utilisées comme pesticides en raison de leur toxicité contre les rongeurs. Au 19ième 
siècle, le développement de la chimie minérale permet la création de nombreux pesticides à 
base de sel de cuivre (ex : la bouillie bordelaise). Ces pesticides sont alors utilisés comme 
fongicides pour protéger la vigne et la pomme de terre (Figure 14). Au début du 20ième siècle, le 
sel de mercure ainsi que la nicotine issus du tabac sont utilisés pour le traitement des semences. 
A partir des années 1930, c’est le début de l’utilisation des pesticides de synthèse issus du 
développement de la chimie organique et de la recherche sur les armes chimiques durant la 1ère 
guerre mondiale. Le DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) est synthétisé par Zeidler en 1874 
mais c’est en 1939 que Muller en établit les propriétés insecticides. Il est commercialisé en 
1943 ouvrant ainsi la voie à la famille des organochlorés. Le DDT et le DDD 
(dichlorodiphényldicholoroéthane) sont utilisés pour lutter contre les moustiques vecteurs du 
paludisme et de la malaria. La prise de conscience sur l’utilisation massive des pesticides aura 
lieu dans les années 60 grâce au livre « le printemps silencieux ». Le DDT qui a prouvé son 
efficacité sera finalement interdit en France en 1973. 
 
Les recherches réalisées pendant la Seconde Guerre mondiale sur les gaz de combat ont 
généré la famille des organophosphorés (malathion, parathion, diazinon…). Cependant, ces 
produits se sont révélés toxiques et beaucoup ont été retirés du marché. Dans les années 70-80, 
une nouvelle famille d’insecticides apparaît, les pyréthrinoïdes. Ils domineront le marché des 
insecticides pendant de nombreuses années grâce à leur efficacité avant d’être remplacés par 
les néonicotinoïdes (Figure 14). 
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Figure 14 : Evolution des produits phytosanitaires au cours du temps. 
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2. Les produits phytosanitaires : définition et utilisation 
 
Selon la directive européenne 91/414/CEE, les produits phytosanitaires ou 
phytopharmaceutiques sont définis comme étant : 
 « Les substances actives et les préparations contenant une ou plusieurs substances actives qui 
sont présentées sous la forme dans laquelle elles sont livrées à l'utilisateur et qui sont destinées 
à :  
• protéger les végétaux ou les produits végétaux contre tous les organismes nuisibles ou 
à prévenir leur action, pour autant que ces substances ou préparations ne soient pas 
autrement définies ci-après ; 
• exercer une action sur les processus vitaux des végétaux, pour autant qu'il ne s'agisse 
pas de substances nutritives (par exemple, les régulateurs de croissance) ;  
• assurer la conservation des produits végétaux, pour autant que ces substances ou 
produits ne fassent pas l'objet de dispositions particulières du Conseil ou de la 
Commission concernant les agents conservateurs ;  
• détruire les végétaux indésirables ;  
• détruire les parties de végétaux, freiner ou prévenir une croissance indésirable des 
végétaux » 
 
 En Europe, en 2017, la majorité des produits phytosanitaires sont utilisés pour la 
protection des céréales telles que le blé et l’orge (Figure 15 et 16). En France, les principales 
familles de pesticides utilisées pour la protection des cultures sont les fongicides, les herbicides 
et les insecticides. Parmi ces catégories, les herbicides et les fongicides représentent 
respectivement 44% et 37% des produits utilisés (Figure 15 et 16). Au niveau mondial le chiffre 
d’affaire des produits phytosanitaires est de l’ordre de 49,9 milliards de dollars (Union des 
Industries et de la Protection des Plantes (UIPP), rapport 2017). Depuis 1999 la quantité de 
pesticides vendus en tonnes a diminué de moitié passant de 120 000 tonnes à 60 000 tonnes 
(Figure 16).  
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Figure 16 : Evolution des quantités de pesticides vendus en France de 1996 à 2013 (UIPP. 
Traitements : SOeS, 2016). 
Figure 15 : Diagramme des pesticides utilisés en France et répartition du chiffre d’affaire 
de chaque type de culture en Europe (A) Présentation des différentes solutions utilisées pour 
la protection des cultures en 2016. Le chiffre d’affaire des produits phytosanitaires présent 
ici est de 2,17 milliard de d’euros. (B) Répartition du chiffre d’affaire en Europe par type de 
culture sur l’année 2016 (rapport d’activité de l’Union des Industries et de la Protection des 
Plantes (UIPP), 2017). 
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3. Les insecticides et leurs modes d’actions	
 
3.1. Les insecticides néonicotinoïdes. 
 
Les insecticides néonicotinoïdes sont des dérivés de la nithiazine, insecticide très efficace 
mais photo-instable qui va très vite être remplacé. Son groupement nitromethylène va être 
remplacé par un groupe nitroimine avec l’ajout d’un groupement 1-chloro-3-pyridyl. Ces 
modifications ont permis d'obtenir une nouvelle molécule, l’IMI (Shinzo Kagabu et Matsuno, 
1997). L’IMI a eu un succès commercial car elle était particulièrement efficace sur les insectes 
piqueurs-suceurs (Matsuda et al., 2001 ; 2005). Quelques années plus tard, de nombreuses 
molécules chimiques apparaissent par modification de la pyridine (CLO, dinotéfurane (DIN)), 
de l’imidazolidine (ACE, nitenpyram, CLO, THC, DIN, TMX) et du groupe nitro (ACE et 
THC) (Shinzo Kagabu et Matsuno, 1997 ; Matsuda et al., 2001 ; Casida et Durkin, 2013 ; 
Jeschke et al., 2013) (Figure 17). La présence d’un groupement nitro ou cyano contribue 
directement à leur sélectivité (Matsuda et al., 2001 ; Tomizawa et Casida, 2003 ; 2005). En 
effet l’IMI, la CLO et le TMX contiennent un groupement nitro, généralement plus toxique que 
le groupement cyano, contenu dans l'ACE et le THC (Pisa et al., 2014). Le succès des 
néonicotinoïdes a été suivi par l'émergence de plusieurs autres classes d'insecticides agissant 
sur les nAChR telles que les spinosynes (spinosade) (Salgado et Sparks, 2005), les sulfoximines 
(sulfoxaflor) (Sparks, 2013 ; Sparks et al., 2013), les butenolides (flupyradifurone) (Jeschke et 
al., 2013) et les insecticides méso-ioniques (triflumézopyrim) (Cordova et al., 2016 ; Holyoke 
et al., 2015).  
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Figure 17 : Représentation moléculaire de la nithiazine et de ses dérivés, les 
néonicotinoïdes. Ils sont classés en 3 groupes : les nitromethylènes (C=CHNO2), les 
nitroguanidines (C=NNO2) et les cyanialidines (C=NCN) (modifié d’après Matsuda et al., 
2001 ; Tomizawa et al., 2005). 
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3.2. Mode d’action des néonicotinoïdes 
 
Dès le début des années 90, les études réalisées sur le récepteur de criquet Scllisrocerca 
greguria ont établi que les insecticides nitrométhylènes étaient capables d'agir sur les récepteurs 
nicotiniques d’insectes (Leech et al., 1991). En effet Leech et ses collaborateurs ont montré que 
les nitrométhylènes activaient le récepteur homomérique α1 du criquet Schistocerca gregaria 
exprimé en ovocyte de xénope. Ils ont également montré, grâce à la technique de patch-clamp, 
que ces insecticides pouvaient agir in vivo sur les récepteurs de la mouche Musca domestica 
(Leech et al., 1991). L’étude en patch-clamp de l’application des nitrométhylènes sur les 
neurones de la blatte Periplaneta americana, a permis l’obtention de courants entrants, 
confirmant l’effet agoniste de ces insecticides sur les nAChR (Cheung et al., 1992). Par la suite 
il a été montré que les néonicotinoïdes pouvaient agir sur les nAChR d’insectes comme des 
agonistes partiels ou totaux (Tan et al., 2007). Pour certains composés, des effets super-
agonistes et antagonistes ont également été décrits (Ihara et al., 2003, 2004 ; Brown et al., 2006 ; 
Ihara et al., 2006) (Tableau 3). C’est le cas de l’IMI qui peut présenter une action agoniste ou 
bloquer les réponses induites par l’ACh sur certains nAChR « natifs » (Salgado et Saar, 2004) 
ou les réponses induites sur le récepteur recombinant Dα1 β2 de la drosophile (Ihara et al., 
2003). En outre, l'IMI est capable d’amplifier la réponse induite par l'ACh sur le récepteur α4β2 
de poulet (Ihara et al., 2003, Toshima et al., 2008). 
 
 
4. Site de liaison des néonicotinoïdes 
 
Le site de liaison des néonicotinoïdes étant le même que celui de l’ACh, les six boucles 
sont susceptibles de posséder des déterminants structuraux nécessaires à la sélectivité des 
néonicotinoïdes (Ihara et al., 2015). Afin d’identifier les résidus impliqués dans les interactions 
électrostatiques avec l’ACh et les néonicotinoïdes, des expériences de mutagenèse dirigée et de 
modélisation moléculaire ont été réalisées sur la boucle D. Ces études ont montré que les 
mutations G189D et G189E, sur le récepteur homomérique ⍺7 de poulet, provoquaient une 
diminution de la sensibilité du récepteur aux insecticides néonicotinoïdes, en augmentant la 
négativité de la boucle D, l’aspartate (D) et l’acide glutamique (E) étant des résidus chargés 
négativement. A l’inverse, les mutations G189N et G189Q rendent les récepteurs plus sensibles 
au desnitro-IMI, une molécule dérivée de l’IMI qui est dépourvue du groupe nitro.  
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Néonicotinoïdes Action nAChRs natifs/recombinants Ref 
Imidaclopride 
Agoniste partiel 
Cellules PC12 (Nagata, 1996) 
Neurone de drosophile (Brown et al., 2006) 
Neurone de blatte (Salgado et Saar, 2004 ; Ihara et al., 2006) 
Dα2β2 (Matsuda et al.,1998 ; Ihara et al., 2003) 
α7 de poulet (Ihara et al., 2003) 
		 		 		
Antagoniste 
Neurone de blatte (Ihara et al., 2003) 
Dα1β2 (Ihara et al., 2003) 
		 		 		
Modulateur allostérique α4β2 de poulet (Toshima et al., 2008) 
Acétamipride Agoniste partiel Neurone de blatte (Tan et al., 2007) 
Clothianidine 
Agoniste partiel Neurone de blatte (Ihara et al., 2006) 
		 		 		
Super agoniste/agoniste 
totale 
Neurone de blatte (Tan et al., 2007) 
Neurone de drosophile (Brown et al., 2006) 
Dα2β2 (Ihara et al., 2004) 
P-CH-CTD Super agoniste 
Neurone de drosophile (Brown et al., 2006) 
Dα2β2 (Ihara et al., 2004) 
Dinotefuran 
Agoniste partiel Neurone de blatte (Tan et al., 2007) 
		 		 		
Super agoniste Dα2β2 (Kagabu et al., 2002) 
Nitanoyrame 
Agoniste total Neurone de blatte (Tan et al., 2007) 
		 		 		
Agoniste partiel 
Dα1β2 (Ihara et al., 2003) 
Dα2β2 (Ihara et al., 2003) 
α7 (Ihara et al., 2003) 
Thiaclopride Antagoniste α4β2 de poulet (Toshima et al., 2008) 
CH-IMI 
Agoniste total Dα2β2 (Ihara et al., 2003) 
		 α7  (Ihara et al., 2003)  
Agoniste partiel Dα1β2 (Ihara et al., 2003) 
Alkilène-tethered 
bis-néonicotinoïdes Antagoniste Neurone de blatte (Ihara et al., 2007) 
  
Tableau 3 : Liste non exhaustive des néonicotinoïdes et de leurs effets en fonction des 
récepteurs étudiés.  
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Cela suppose que la diminution de la sensibilité du récepteur est due à la répulsion 
électrostatique entre le groupe nitro des néonicotinoïdes et les résidus acides, D et E qui ont 
muté (Matsuda et al., 2000). D’autres études réalisées sur le récepteur α4β2 de poulet ont 
confirmé l’importance de la boucle D dans les interactions des néonicotinoïdes avec le 
récepteur. Toshima et ses collaborateurs ont réalisé, sur ce récepteur, des substitutions de 
résidus, à la fois sur la sous-unité ⍺4 et sur la sous-unité β2, affectant les acides aminés E219 
(boucle C), T77 et E79 (boucle D) (Figure 18). Ces acides aminés sur les nAChR de poulet 
sont substitués par des résidus équivalents chez la drosophile. Leurs résultats montrent que les 
mutations T77R et E79V de la sous-unité β2 rendent le récepteur sensible à l’IMI. Cette 
sensibilité est augmentée par la mutation E219P de la sous-unité ⍺4. Parmi toutes les 
combinaisons testées, le récepteur ⍺4(E219P)β2(T77N; E79R) est le plus sensible à l’IMI. Cela 
révèle que les boucles C et D peuvent être importantes pour améliorer les interactions du 
récepteur avec les néonicotinoïdes (Toshima et al., 2009). De la même manière, les mutations 
Q79R et Q79K dans la boucle D du récepteur homomérique α7 de poulet entraînent une 
augmentation des amplitudes de courant enregistré lors de l’application de l’IMI et du 
nitenpyram (Shimomura et al., 2002). 
 
 D’autres expériences de mutagénèse dirigée, couplées à l’expression de récepteurs 
hybrides en ovocyte de xénope ont permis de confirmer l’implication de certaines sous-unités 
d’insectes dans les interactions avec les néonicotinoïdes. Ainsi le remplacement de la sous-
unité ⍺4 du récepteur ⍺4β2 de poulet par la sous-unité D⍺2 de la drosophile a permis de 
démontrer que le récepteur hybride Dα2β2 formé, est plus sensible à l’IMI que le récepteur 
α4β2 de poulet, suggérant que la sous-unité Dα2 possède des caractéristiques structurales 
favorisant les interactions avec l’IMI. En effet la présence de certains résidus basiques observés 
uniquement dans la boucle D des sous-unités alpha des insectes pourrait jouer un rôle-clé dans 
les interactions sélectives entre nAChR d’insectes et insecticides néonicotinoïdes (Matsuda et 
al., 1998, Shimomura et al., 2006). Il a également été mis en évidence le rôle de la boucle C et 
de la région se situant entre les boucles B et C sur la sous-unité Dα2 de la drosophile. En effet 
la mutation P242E de la boucle C du récepteur hybride D⍺2β2 réduit la sensibilité du récepteur 
à l’IMI. Cette diminution est accentuée si certains résidus se situant entre la boucle B et C sont 
supprimés (Shimomura et al., 2004, 2005). Un résultat similaire a également été obtenu avec la 
substitution de la sous-unité ⍺4 du poulet par la sous-unité D⍺1 de la drosophile (Ihara et al., 
2003b). 
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Figure 18 : La présence de mutation modifie la sensibilité du récepteur aux néonicotinoïdes. 
(A) Récepteur de mammifère ⍺4β2 dont les résidus E129, T77 et E79 ont été remplacés par 
des résidus de drosophile, P, N et R, respectivement. Cela induit une plus grande sensibilité 
aux néonicotinoïdes. (B) Récepteur chimère avec une sous-unité D⍺2 et une sous-unité β2 
de poulet. La sous-unité D⍺2 est moins sensible aux néonicotinoïdes en présence de la 
mutation P242E. 
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Pour conclure les résidus présents dans les boucles C et D induisent une sensibilité plus élevée 
des récepteurs d’insectes aux néonicotinoïdes. De manière générale, la présence de résidus 
acides diminue l’effet des néonicotinoïdes alors que la présence de résidus basiques augmente 
la sensibilité a ces molécules. 
 
5. Les résistances aux insecticides  
 
 En 1955, pour la première fois un phénomène de résistance aux organophosphorés est 
identifié chez le puceron M. persicae (Anton, 1955), puis cette résistance a été observée sur 
d’autres classes d’insecticides comme les carbamates, les pyréthrinoïdes, les cyclodiènes et les 
néonicotinoïdes (Figure 19). Différents types de résistance sont actuellement recensés en 
fonction des insecticides. 
 
5.1. Résistance métabolique 
 
La résistance métabolique est l'un des mécanismes de résistance les plus importants. Les 
enzymes de détoxification chez les insectes peuvent bloquer ou hydrolyser l'insecticide avant 
qu'il n'atteigne le site cible. Plusieurs mécanismes ont pu être identifiés (Figure 19). Par 
exemple, l’augmentation de l’activité des carboxylestérases réduit l'efficacité des 
organophosphorés, des carbamates et des pyréthrinoïdes (Field et al., 1988). En effet, les 
insecticides tels que les carbamates et les pyréthrinoïdes possèdent des liaisons esters 
susceptibles d’être dégradées par des enzymes de type carboxylestérases. Chez Myzus persicae 
la surproduction des carboxylestérases (E4/FE4) par amplification du gène est responsable de 
la dégradation des carbamates et des pyréthrinoïdes et confère une résistance à ces insecticides 
(Bass et al.,2014 ; Lan et al., 2005, Li et al., 2007).  
 
 La modification de l'acétylcholinestérase (AChE) est également un mécanisme de 
défense contre les insecticides à base de carbamates et d’organophosphorés (Moores et al., 
1994 ; Andrews et al., 2004). En effet ces insecticides se fixent sur l’AChE et empêchent la 
dégradation de l’ACh, induisant une hyperexcitation. Les mutations observées au niveau de 
l’AChE empêchent son inactivation par les insecticides. En effet, chez Aphis gossypii deux 
mutations ont été identifiées au niveau du gène ace1 qui code pour l’AChE : la mutation A302S 
et la mutation S431F, cette dernière ayant également été trouvée chez le puceron vert du pêcher 
Myzus persicae (Andrews et al., 2004). 
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Figure 19 : Représentation schématique des 7 mécanismes de résistance observés chez le 
pucerons M. persicae. La majorité des mécanismes sont impliqués dans les mutations de 
cibles des insecticides au niveau du système nerveux. (1) La surexpression des estérase 
E4/FE4 confère une résistance aux organosphosphorés. (2) La mutation (S431F) de l’ACh 
estérase confère une résistance aux diméthyle carbamates. (3) La mutation (L1014F, 
M918T, M918L) du canal sodique voltage-dépendant confère une résistance aux 
pyréthroïdes. (4) La mutation (A302G) du canal chlorure contrôlé par le GABA confère une 
résistance aux cyclodiènes. (5) La surexpression du cytochrome P450 CYP6CY3 confère 
une résistance à la NIC et une résistance aux néonicotinoïdes. (6) La cuticule permet de 
réduire la pénétration aux néonicotinoïdes. (7) La mutation (R81T) du récepteur nAChR 
confère une résistance aux néonicotinoïdes (modifié d’après Bass et al., 2014). 
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Au début des années 90, les néonicotinoïdes tels que l'IMI, le TMX, la CLO et l’acétamipride 
(ACE) ne sont pas affectés par ces mécanismes de résistance et vont devenir les principaux 
moyens de lutte contre les nuisibles tels que M. persicae (Nauen et Denholm, 2005).  Après 
deux décennies d'utilisation croissante, des souches de M. persicae présentant une résistance 
aux néonicotinoïdes vont être identifiées en Europe, aux États-Unis et au Japon (Nauen et 
Denholm, 2005 ; Margaritopoulos et al., 2007 ; Foster et al., 2008). Des études de bioessais 
utilisant des inhibiteurs enzymatiques du cytochrome P450 suggèrent que la détoxification 
induite par le cytochrome P450 joue un rôle primordial dans la résistance (Philippou et al., 2009 
; Puinean et al., 2010). En effet, chez M. persicae nicotianae une surexpression du gène codant 
pour le cytochrome P450 CYP6CY3 a été observée. Cette espèce de puceron, spécifiquement 
adaptée au tabac, montre une sensibilité réduite à la NIC et une résistance importante aux 
néonicotinoïdes. L'expression fonctionnelle de CYP6CY3 dans une lignée cellulaire d'insecte 
a révélé qu'elle est capable de métaboliser la NIC en métabolites moins toxiques et de détoxifier 
les néonicotinoïdes tels que l’IMI et la CLO (Bass et al., 2013). L'analyse de populations 
d’insectes résistants aux néonicotinoïdes suggère que la surexpression de CYP6CY3 n'est pas 
le seul mécanisme impliqué dans le phénotype résistant. En effet, l’utilisation de pipéronyl 
butoxyde (PBO), inhibiteur enzymatique du cytochrome P450, n’a pas pu complètement 
rétablir la sensibilité aux insecticides (Philippou et al., 2009 ; Puinean et al., 2010). Une analyse 
microarray a montré une surexpression de plusieurs gènes codant pour des protéines 
cuticulaires (Puinean et al., 2010 ; Bass et al., 2011). 
 
5.2. Rôle des nAChR des insectes dans la résistance aux insecticides  
 
L’IMI est l’insecticide le plus utilisé contre la cicadelle brune, Nilaparvata lugens. 
Cependant à la fin des années 90 des résistances sont apparues en Chine (Liu et Han, 2006). 
Pour évaluer ce phénomène, Lui et Han ont collecté des cicadelles brunes élevées sous IMI à 
différentes générations. Après 37 générations, ils ont obtenu une souche 250 fois plus résistante 
à l’IMI (Liu et Han, 2006).  Des travaux menés en parallèle ont montré que la substitution de 
la tyrosine par une sérine en position 151 (Y151S) dans les sous-unités Nlα1 et Nlα3 entraîne 
une résistance à l’IMI (Liu et al., 2005) (Figure 21). Par la suite, il a été montré que la sous-
unité Nlβ1 est importante pour la fixation de l'IMI et que les récepteurs formés des sous-unités 
Nlα1, Nlα2 et Nlβ1 formaient un site de basse affinité tandis que les récepteurs formés des 
sous-unités Nlα3, Nlα8 et Nlβ1 formaient un site de haute affinité (Li et al., 2010b). 
L’'hypothèse est que la sensibilité élevée des nAChR d'insectes aux  
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Figure 20 : Mutation des récepteurs à ACh de type nicotinique engendrant des résistances 
vis-à-vis des néonicotinoïdes. 
Figure 21 : Mutation R81T de la sous-unité β1. Le modèle est construit avec une AChBP 
de Lymnea stagnalis. Cette mutation induit une résistance chez le puceron Myzuxs persicae 
(modifié d’après Bass et al., 2014). 
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néonicotinoïdes est due aux interactions entre le pharmacophore électronégatif (groupe nitro ou 
cyano) de ces insecticides, les résidus conservés dans la boucle C et ceux chargés positivement 
dans la boucle D (par exemple R81) des sous-unités β (Tomizawa et Casida, 2003, 2005 ; 
Shimomura et al., 2006) (Figure 20 et 21). Chez M. Persicae, la comparaison des séquences 
entre les individus résistants et sensibles a révélé la présence d’une mutation dans la boucle D 
de la sous-unité β1. Cette mutation, engendrant une résistance, est dûe à la substitution 
ponctuelle de l’arginine par la thréonine (R81T) (Bass et al., 2011, 2014). Les sous-unités β1 
d'insectes sont hautement conservées et possèdent toutes une arginine chargée positivement en 
position 81. En revanche, les sous-unités β des vertébrés ont rarement un acide aminé chargé 
positivement à cette position, le résidu le plus commun étant une thréonine (Bass et al., 2011). 
La substitution de la thréonine par l’arginine dans la sous-unité β2 de poulet à la position 77 
(correspond à la position 81 chez la sous-unité β1 de M. persicae) augmente l’affinité du 
récepteur recombinant Dα2β2 à l’IMI (Shimomura et al., 2006). Une étude plus récente a 
montré que la mutation R81T des nAChR pouvait également affecter la fixation des 
sulfoxamines et des butenolides (Cutler et al., 2012) (Figure 20).  
Chez la drosophile Drosophila melanogaster et la teigne Plutella Xylostella, des 
phénomènes d’épissage alternatif concernant les introns 8 ou 9 ont été identifiés. En effet, chez 
la teigne P. Xylostella, la présence de l’intron 9 a été observée chez les souches résistantes au 
spinosad. La présence de cet intron conduit à une forme tronquée de la sous-unité α6. Plus 
encore, 3 formes différentes d’épissage expliquent la résistance de cet insecte vis-à-vis de cette 
molécule : i) en plus de la présence de l’intron 9, 40 paires de bases sont ajoutées en aval de 
l’intron avant le codon stop, ii) un épissage de l’exon 9, et iii) un épissage des exons 8b et 9 
(Baxter et al., 2010). Ainsi, la présence d’une mutation ponctuelle dans la sous-unité du nAChR 
n’explique pas à elle seule la résistance des insectes vis-à-vis des insecticides, les phénomènes 
d’épissage alternatif mettant en évidence un dégré de complexité supplémentaire (Figure 21). 
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D. Problématique de l’équipe d’accueil et objectif de thèse  
 
 Ce projet de thèse a été réalisé au sein du LBLGC (Laboratoire de Biologie des Ligneux 
et des Grandes Cultures) et plus particulièrement au sein de l’équipe d’Entomologie et de 
Biologie Intégrée (EBI).  L’objectif de l’équipe est d’étudier les interactions plantes-insectes et 
les mécanismes d’adaptation des insectes à leur environnement. Une partie du projet 
scientifique de l’équipe porte sur l’étude des mécanismes d’adaptation des insectes vis-à-vis 
des composés synthétisés par la plante ou utilisés pour la protéger, tels que les pesticides. Parmi 
les pesticides, nous nous sommes intéressés plus particulièrement aux insecticides 
néonicotinoïdes dont les cibles majeures sont les nAChR. Ces récepteurs neuronaux, présents 
dans la majorité des organismes, sont impliqués dans les fonctions cognitives. A l’inverse des 
mammifères chez qui les profils pharmacologiques et la composition en sous-unités des 
récepteurs natifs sont très bien décrits, la composition en sous-unités des nAChR d’insectes est 
moins bien caractérisée. Généralement, les récepteurs sont étudiés grâce à des techniques 
d’électrophysiologie telles que le patch-clamp ou l’expression en ovocyte de xénope des sous-
unités α d’insectes avec des sous-unités β de mammifères. Dans les deux cas, soit nous n’avons 
aucune connaissance sur la composition en sous-unités des récepteurs natifs, soit les profils 
pharmacologiques décrits ne reflètent pas les propriétés des récepteurs natifs. 
 
C’est dans ce contexte que s’inscrit ma thèse. Le premier objectif était de permettre la 
première caractérisation d’un récepteur nicotinique natif d’insecte en ovocyte de xénope et 
d’étudier ses propriétés pharmacologiques, notamment le mode d’action des insecticides 
néonicotinoïdes. Le deuxième était d’étudier en parallèle les propriétés pharmacologiques des 
récepteurs natifs chez la blatte. Le premier chapitre de cette thèse porte sur l’expression en 
ovocytes de xénope du récepteur homomérique natif ⍺7 de la blatte Periplaneta americana. 
Nous avons étudié l’effet de l’ACE et de la NIC sur ce récepteur et comparé l’effet des 
insecticides néonicotinoïdes. Le second chapitre porte sur l’effet et la modulation des 
insecticides néonicotinoïdes sur le récepteur homomérique ⍺7 du rat. Ces deux chapitres 
permettent de comparer la pharmacologie de ces récepteurs vis à vis de la NIC, de l’ACh et des 
inseciticides néonicotinoïdes, car ces deux sous-unités font partie du même cluster. Dans le 
troisième chapitre nous avons étudié l’effet de la combinaison de deux insecticides, la 
perméthrine et le DIN, sur les récepteurs synaptiques et extrasynaptiques de la blatte. Le 
quatrième et dernier chapitre portera sur la transplantation en ovocytes de xénope de protéines 
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issues de la blatte Periplaneta americana. Cette technique innovante nous a permis d’obtenir 
des données préliminaires sur la caractérisation pharamacologique des récepteurs natifs. 
 
A la fin de ce manuscrit vous trouverez une revue que nous avons récemment publiée 
portant sur l’intéraction entre les insecticides néonicotinoïdes et les nAChR d’insecte.   
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Caractérisation pharmacologique du récepteur homomérique α7 chez la 
blatte Periplaneta americana 
A. Présentation synthétique de l’article :  
 
Contexte : les nAChR des insectes sont la cible des insecticides tels que les néonicotinoïdes 
(Millar et Denholm 2007 ; Jones et al., 2007). Cela a pu être observé grâce à la technique du 
patch clamp qui a permis d’étudier l’effet des néonicotinoïdes sur les neurones en culture 
(Benzidane et al., 2017). Cependant les gènes cibles des insecticides sont non indentifiés. Il est 
donc important d’exprimer les gènes en système hétérologue et de voir si leurs propriétés 
biophysiques et pharmacologiques correspondent à un des types de récepteurs décrits sur les 
neurones en culture. Malheureusement l’expression de ces récepteurs en système hétérologue 
est difficile et il a été possible d’obtenir un récepteur fonctionnel seulement pour quelques sous-
unités sans l’utilisation de sous-unités de mammifère (Lansdelle et al., 2012 ; Watson et al., 
2010). 
 
Objectifs : l’objectif de ce travail était d’étudier l’effet et la modulation des insecticides 
néonicotinoïdes sur les nAChR de la blatte Periplaneta americana exprimés en ovocyte de 
xénope. Cette étude nécessitait préalablement de mettre au point l’expression fonctionnelle du 
récepteur en ovocyte de xénope. 
 
Conclusion : nous avons pour la première fois exprimée en ovocytes de xénope un récepteur 
homomérique ⍺7 d’insecte sans l’utilisation de protéines accessoires ou bien de sous-unités de 
mammifère. De plus, nos résultats révèlent un récepteur atypique qui est insensible à l’⍺-Bgt et 
qui ne s’active pas en présence de néonicotinoïdes. Cependant, les pré- et co-applications de 
ces insecticides montrent un effet de modulation sur la réponse induite par la NIC. Cela suppose 
que les néonicotinoïdes pourraient agir comme modulateurs des nAChR d’insectes.  
 
B. Publication n° 1 : Cartereau et al., 2018 (Soumis) 
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Abstract 
Cockroach neurons are currently used to study the agonist potencies of neonicotinoid 
insecticides against insect native nicotinic acetylcholine receptors (nAChR). As with other 
insecticides, understanding the nAChR subtypes involved in the neonicotinoid interaction is of 
major interest to study resistance mechanisms and insect susceptibility. Here, 
electrophysiological experiments have been conducted to express for the first time a cockroach 
homomeric a7 nAChR and to study the pharmacological properties of neonicotinoid 
insecticides. Our results demonstrated that nicotine induced an inward current with a mean 
Imax value of -0.86 ± 0.04 µA whereas ACh is a poor activator with only -26 ± 09 nA. Nicotine-
induced currents are not blocked by 100 nM and 500 nM a-bungarotoxin or methyllicaconitine 
as demonstrated with vertebrate a7 homomeric receptor, except for 10 µM methyllicaconitine 
which reduces nicotine currents. A comparison of the agonist potencies with neonicotinoids 
reveals that imidacloprid, clothianidin and acetamiprid are unable to activate cockroach a7 
nAChR whereas thiacloprid induces an inward current. Interestingly, the four neonicotinoids 
could be divided in two subgroups: clothianidin and thiacloprid, behaving as are negative 
modulators and imidacloprid and acetamiprid acting as positive modulators. In parallel, the 
results of complementary molecular docking investigations provide atomic details on the 
binding interactions of two representatives of these neonicotinoids: imidacloprid and 
thiacloprid, on a 3D homology model of cockroach a7 nAChR. On the whole, the results give 
new important functional and structural informations on the pharmacological properties of 
relevant neonicotinoids to cockroach homomeric a7 nAChR.  
 
Keywords: 
Insect; acetylcholine; nicotinic receptors; a7 subunit; neonicotinoids; electrophysiology 
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Introduction 
Insect neuronal nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) are of particular interest 
because they are the main target of neonicotinoid insecticides which are important in agriculture 
and veterinary medicine to control insect pests and prevent transmission of insect borne 
diseases1, 2, 3. In general, the pharmacological properties of insect native nAChRs are studied 
using electrophysiological approaches with isolated neurons expressing nAChR subtypes4, 5, 6. 
Cockroach neurons from thoracic ganglia and dorsal unpaired median (DUM) neurons are used 
to characterize the pharmacological properties of insect native nAChR subtypes and the mode 
of action of neonicotinoid insecticides7, 8, 9, 10, 11, 12. Thus, we demonstrated that cockroach 
expressed synaptic and extrasynaptic nAChR subtypes which were differently sensitive to 
neonicotinoid insecticides such as clothianidin (CLT), imidacloprid (IMI) and acetamiprid 
(ACE)13. Using cockroach thoracic ganglia, two a-bungarotoxin(a-Bgt)-sensitive nAChR 
subtypes were characterized as desensitizing (nAChD), selectively inhibited with IMI, and non-
desensitizing (nAChN), selectively inhibited with methyllicaconitine (MLA)4, 8. Moreover, 
nAChD receptors are potently inhibited by neonicotinoid insecticides while nAChN are 
activated by neonicotinoids8. a-Bgt-sensitive and -insensitive nAChR subtypes were also found 
in the DUM neurons. Two a-Bgt-insensitive receptors were identified as nAChR1, sensitive to 
imidacloprid and selectively blocked by d-tubocurarine (d-TC), and nAChR2 inhibited by 
mecamylamine (MEC)9, 10, 11, 14. Unfortunately, the subunit combination of these receptors is 
unknown, although detailed informations are available concerning the pharmacological 
properties of native nAChR subtypes. 
In the aim to characterize the nAChR subunit involved in the pharmacological properties 
of cockroach native nAChR subtypes, eight nAChR subunits (seven a and one b subunits) were 
cloned in the cockroach Periplaneta americana15 while around ten subunits were found in other 
insect species16, 17, 18, 19. The genes encoding for cockroach subunits were named according to 
the drosophila orthologs and they had a close relationships with insect species for which the 
genome was available20. In particular, a phylogenetic analysis demonstrated that the 
monophyletic group including drosophila Da5, Da6 and Da7, is close to mammalian a7 
subunits15,5. This group is of specific interest because mammalian a7 subunits form homomeric 
receptors which are currently used to study the pharmacology and functional properties of 
nAChR subtypes21, 22. Binding investigations using nicotinic agonists showed that a7 nAChR 
mediates inward currents sensitive to nAChR antagonists such as a-Bgt or MLA when applied 
coincidentally with agonist or pre-exposed to antagonists before agonist application23,24, 25. We 
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propose that members of this group could form homomeric receptors when they are expressed 
in heterologous systems. Indeed, despite that there has been only limited success in expressing 
insect nAChRs subunits in heterologous systems, a direct expression of the drosophila Da7 
subunit in Xenopus laevis oocytes, formed a functional receptor when it was co-expressed with 
the chaperone resistant to inhibitors of acetylcholinesterase (RIC-3)26. However, no specific a-
Bgt binding was detected when it was expressed with RIC-326, suggesting that compared to 
mammalian a7 receptors it could be insensitive to a-Bgt. Thus, the pharmacological properties 
of the a7 monophyletic group seemed to be complex because the drosophila Da5 formed 
homomeric receptors with RIC-3 which was described as sensitive to a-Bgt27,26.  
In the present study, we report the expression of a cockroach homomeric α7 nAChR subtype in 
the Xenopus oocytes. We show that neonicotinoid insecticides act preferentially as modulators 
of the α7 receptor. The docking of two relevant representatives of neonicotinoids, IMI and 
thiacloprid (THC) provides a complementary description, at the atomic level, on the orientation 
and interactions of the two insecticides in the α7 nAChR binding pocket. are very similar. The 
relative contributions of the various amino acid residues composing the binding site according 
to the nature of the neonicotinoid are presented and discussed.
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Materials 
ACh, nicotine, CLT, ACE, IMI, and THC were purchased from Sigma Chemical Co.(St 
Quentin, France).  α-Bgt were purchased from Bioscience company.  
 
Methods 
Preparation of cDNA 
Cockroach α7 (GenBank accession number: JX466891) and chicken β2 (GenBank accession 
number: NM204813) subunits were cloned into the pGem vector.  
 
Oocyte injection 
Xenopus laevis oocytes were purchased from the University of Rennes, France (CRB Xenope) 
and kept in standard oocyte saline solution (SOS) of the following composition: in mM, 100 
NaCl, 2 KCl, 1 MgCl2, 1.8 CaCl2 and 5 HEPES, pH 7.5. Stages V and VI oocytes were 
harvested and defolliculated after treatment with 2 mg/ml collagenase IA (Sigma, France) in 
Ca2+-free SOS solution, supplemented with 0,8 mg/ml trypsin inhibitor. Defolliculated oocytes 
were injected in nucleus with 2 ng of α7 cDNA cloned in pSGEM28, 29. Injected oocytes were 
maintained at 18°C in SOS solution supplemented with penicillin (100 U/ml), streptomycin 
(100 mg/ml), gentamycin (50 mg/ml) and sodium pyruvate (2.5 mM).  
 
Voltage-Clamp Recordings 
Currents were recorded 4 days after injection, using two microelectrodes filled with 3 M KCl. 
The oocyte membrane potential was held at -80 mV30, and perfused continuously with 
recording buffer at room temperature (20–22°C). To suppress any possible endogenous 
muscarinic response, saline solution containing 0.5 µM atropine was employed31, 32. The dose 
response curves were estimated using increasing concentration of the compounds on the same 
oocyte. Oocytes were challenged with a test compound during 5 min intervals to minimize 
receptor desensitization28. To evaluate neonicotinoids modulation on nicotine responses, they 
were tested without and after 5 min pretreatment. To assess the pharmacological profile of these 
receptors, experiments were conducted with different antagonist and positive allosteric 
modulator. Experimental data were digitized with a Digidata-1322A A/D converter and later 
analyzed with pCLAMP (Molecular Devices, Union City, CA, USA). All compound solutions 
were prepared with the recording buffer.  
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Homology Modeling 
 The amino acid sequences of the cockroach Periplaneta americana α7 subunits were 
extracted from the Uniprot server (www.expasy.org)33. The nearest homology of the target 
sequences were characterized using the BLAST program34. The crystal structure of the 
acetylcholine binding protein (Ac-AChBP) extracted from Aplysia californica (Ac) (PDB ID: 
3C79)35 was selected as a template to build the three-dimensional (3D) model of cockroach 
nAChRs. Indeed, Ac-AChBP is recognized as the surrogate of the ligand binding domain of the 
extracellular domain of insect nAChRs35. The crystal structures of the Ac-AChBP-
neonicotinoid complexes (PDB ID: 3C79 and PDB ID: 3C84 for IMI and THI ligands, 
respectively) were downloaded from the Protein Data Bank (www.pdb.org)36. The pairwise 
sequence alignments were performed to align the target and the template sequence. The 3D 
homology models were built using the Prime v3.6 (Schrödinger Release 2014-1: Prime, version 
3.5, Schrödinger, LLC, New York, NY, 2014) module of the Schrodinger suite 2014-1 
(Schrödinger Release 2014-1: Schrödinger, LLC, New York, NY, 2014). The rotamers of the 
conserved amino acid residues are preserved in the homology model in a way that the final 3D 
model does not significantly deviate from the template structure. The stereochemical quality of 
the model was verified using MolProbity37.  
 
Docking 
The chemical structures of the neonicotinoids, IMI and THC have been converted to 3D at pH 
7.0 ± 0.2 using the LigPrep v3.0 (Schrödinger Release 2014-1: LigPrep, version 2.9, 
Schrödinger, LLC, New York, NY, 2014) module of the Schrodinger suite 2014-1 (Schrödinger 
Release 2014-1: Schrödinger, LLC, New York, NY, 2014). The confgen (Schrödinger Release 
2014-1: ConfGen, version 2.7, Schrödinger, LLC, New York, NY, 2014) program was then 
used to retrieve the lowest energy conformer of each insecticide for docking. The docking was 
carried out using the Glide v6.338 program of the Schrodinger suite 2014-1 (Schrödinger 
Release 2014-1: Schrödinger, LLC, New York, NY, 2014). The active site were defined by all 
residues located in a sphere of 6 Å centered on the ligand. The same residues were selected for 
receptor grid generation. The extra-precision (XP)39 mode of the docking algorithm was 
employed to dock IMI and THC ligands. It is worth reminding that nAChRs are organized as 
pentamers; that is, there are five identical ligand binding sites and the ligand binds between the 
cleft of the two subunits. The ligands were therefore docked in all the five interfaces of the a7 
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cockroach nAChR model. The docking results were validated by comparing the predicted 
ligand binding modes to the crystallographic Ac-AChBP-neonicotinoid structures 
 
Statistical analysis 
Data were shown as mean ± SEM and analyzed using Prism 7 (GraphPad Software, la Jolla, 
CA, USA). Responses to experimental neonicotinoid applications were determined relative to 
the preceding nicotine control responses in the same experimental conditions. Note that for all 
compounds, experiments were also performed on non-injected oocytes to avoid native 
responses (data not shown). The dose response curves were derived from the fitted curve 
following the equation: Y = Imin + (Imax – Imin)/(1 + 10(log(EC50-X)H)) where Y is the 
normalized response, Imax and Imin are the maximum and minimum responses, H is the Hill 
coefficient, EC50 is the concentration giving half the maximum response and X is the logarithm 
of the compound concentration. For the experiments 12 female frogs were used, thus the 
number ‘n’ for each experimental condition represents around 80 oocytes per batch.  
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Results 
A functional expression of cockroach homomeric a7 receptor 
The functional expression of cockroach a7 homomeric receptor was first studied using direct 
expression of a7 subunit in the Xenopus laevis oocytes. ACh and nicotine induced inward 
currents but nicotine activated a7 receptors in a dose-dependent manner and the responses with 
nicotine were 88 ± 2% greater than the maximum responses evoked by ACh (Figure 1 A and 
B). For the next experiments, we decided to select 10 mM nicotine as test concentration, in 
consistency with the conditions used for cockroach DUM neurons expressing nAChR 
subtypes9, 10 and because currents induced by ACh were too low to conduct a robust analysis. 
At 10 mM, nicotine and ACh-induced currents were -236 ± 7 nA and -26 ± 9 nA, respectively. 
Co-expression of cockroach a7 subunit with a rat b2 subunit with the aim to obtain a hybrid 
α7β2 nAChR produced a functional receptor. However, the co-expression with a rat b2 subunit 
did not enhance or change the response induced by nicotine. We propose that the chicken β2 
subunit is not necessary for the functional expression of the receptor and that a7 subunit forms 
a functional homomeric receptor alone (Figure 1C and D). In order to study the effects of 
nicotine on channel inactivation or desensitization, we measured nicotine currents after 
successive applications. No decrease of nicotine currents were found and similar nicotine-
evoked current amplitudes were detected 10 min after successive applications (Figure 2A). As 
shown in figure 2B the net charge did not decrease as a function of the agonist concentration 
applied, suggesting that the cockroach a7 nAChR did not desensitize rapidly in response to 
high concentrations of nicotine.  
In previous studies, it was demonstrated that cockroach DUM neurons express α-Bgt-
sensitive receptors which were blocked by 0.5 µM α-Bgt9, 10. We anticipate that nicotine 
currents recorded through cockroach a7 receptor could be reduced or blocked by 0.1 µM a-
Bgt as shown with vertebrate a740, 41 or 0.5 µM as used on cockroach DUM neurons9, 10, 42. As 
illustrated in figure 3A, α-Bgt did not block or reduce nicotine-evoked currents at the tested 
concentrations, suggesting that cockroach a7 receptor was insensitive to a-Bgt. Interestingly, 
similar lack of decrease was also found with MLA, which is a potent specific nicotinic 
antagonist of vertebrate neuronal α7 nAChRs43. At 500 nM, MLA was not able to block 
nicotine-induced currents but, it was interesting to note that 10 µM MLA reduced 41% of the 
nicotine evoked currents (Figure 3B  and C). In the basis of these results, we suggested that 
cockroach a7 could be sensitive to MEC and d-TC which blocked heteromeric nAChRs. No 
blocking or reduction of nicotine currents was observed with 5 µM MEC or 10 µM d-TC, which 
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block nAChR1 and nAChR2 receptor subtypes, respectively (Figure 3D and E). We suggest 
therefore on the basis of these data that cockroach a7 homomeric receptor is not involved in 
the pharmacological profiles of these receptors which was in accordance with previous studies 
demonstrating the involvement of other nAChR subunits44. 
 
Effect of neonicotinoid insecticides on nicotine-induced currents 
We previously demonstrated that neonicotinoid insecticides, which were not able to activate 
the rat a7 homomeric receptor modulated nicotine-induced current amplitudes45. We have 
employed in this work the same method to study the modulatory effect of neonicotinoids on 
nicotine-induced current amplitudes through cockroach a7 homomeric nAChRs. We found that 
CLT, ACE and IMI did not induce inward currents, suggesting that these compounds were 
unable to activate cockroach a7 nAChRs. However, THC activated cockroach a7 receptors, 
the currents generated representing 20% of the nicotine-induced responses, demonstrating that 
it is a poor activator of cockroach a7 homomeric receptors (Figure 4). We then studied the 
effect of the co-application or pretreatment of 10 µM neonicotinoids with 10 mM nicotine. Co-
application of 10 µM CLT with 10 mM nicotine significantly reduced Nicotine-evoked current 
amplitudes to 36 ± 5% (p < 0.05, n = 10, fig. 5A and B) whereas pretreatment with the same 
concentrations reduced current amplitudes to 24 ± 3% (p < 0.05, n = 10, fig. 5A). Similar 
decrease of nicotine-induced currents was obtained with 10 µM THC which significantly 
reduced nicotine-evoked current amplitudes to 54 ± 2% after co-application and to 28% after 
pretreatment (p < 0.05, n = 6, Fig 5C and D). But, in all case, decrease induced by CLT and 
THC did not completely block nicotine-evoked current amplitudes (Figure 5B and D). Co-
application of IMI significantly increased nicotine-evoked current amplitudes to 30 ± 3% and 
to 40 ± 4% after 5 min pretreatment (p < 0.05, n = 12 Figure 6A and B). Under the same 
conditions, ACE significantly increased nicotine-evoked current amplitudes to 30 ± 7% when 
co-applied with 10 mM nicotine and of 34 ± 5 % after 5 min pretreatment (p < 0.05, n = 6 Fig 
C and D). Our results suggest that these neonicotinoids can be divided in two subgroups 
corresponding to their potential effect on nicotine-induced current amplitudes. 
 
Investigating the binding of imidacloprid and thiacloprid to cockroach a7 homomeric 
subtype 
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The pairwise sequence alignments of the extracellular domain of the cockroach α7 nAChR 
subunits against the template crystal structure (PDB ID: 3C79)46 show 28.4% identity and 
36.7% similarity, respectively (Fig. 7). The sequence identity value is revealed to below the 
30% “threshold” for high accuracy template-based 3D modeling. However, despite this 
relatively low level of sequence identity, accurate alignment can be obtained in this case as 
reflected by the relatively high sequence similarity value. Based on the sequence alignments, 
the 3D models of cockroach α7 nAChR homo-pentamers were built using the Prime module of 
the Schrodinger suite 2014-138 (Fig. 8 and 9). The generated models were energy minimized 
using the OPLS-2005 force field47. The quality of the 3D model in terms of geometry was 
assessed using the MolProbity program37. Both the final models showed 99.6% residues (except 
proline and glycine residues) possessing their φ,ψ torsional angles in the most energetically 
favored regions of the Ramachandran plot48. The protein backbone root mean square deviations 
(RMSD) of the final cockroach α7 receptor model is of 0.38Å, using the template structure 
(3C79) as the reference, and no deviation was observed in the important loops within the 
binding site.  
In order to determine at the atomic level the binding interactions of neonicotinoids to the 
homology models of the cockroach a7 receptor built, we carried out docking studies with 
relevant neonicotinoids (Figure 8A). We have selected IMI and THC for this investigation, 
since their behavior is notably different from an electrophysiological point of view. The same 
trends were observed in all five interfaces and only the results obtained for one of the subunit 
(CD) was discussed here. The geometric and docking parameters are reported in Table 1. Figure 
8B and 8C show respectively the 2D interaction diagrams of IMI and THC bound to 
cockroach a7 nAChR whereas figure 9 show complementary 3D views of the predicted binding 
modes of the two neonicotinoids. The docking scores and glide energies of the top ranked poses 
show very similar trends for both IMI and THC insecticides. Indeed, the slight preference for 
IMI visible from the two parameters (of about 2.5 and 3 kcal mol-1 for docking score and glide 
energy, respectively) must not be used to draw conclusions and has to be considered cautiously. 
Nevertheless, such studies allow delineating the key interactions established between the IMI 
and THC insecticides and their target. Thus, the pyridine ring of the two neonicotinoids forms 
π-π interactions with Trp189 of cockroach a7 nAChR. In addition, and in agreement with the 
trends observed in crystallographic structures of neonicotinoids-AChBP complexes,35, 46, 49, 50, 
51, 52, 53, 54, 55 the pyridine ring is consistently involved in water mediated HB interactions with 
main chain groups of amino acid residues, corresponding in the case of the cockroach a7 
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nAChR to Asn147 (CO) and Val159 (NH) (Figure 9). Comparable trends are obtained for the 
ending groups of the push-pull fragment of the two ligands since no specific contact is predicted 
between this moiety of the two insecticides and the receptor residues. In fact, in concordance 
with experimental data, the stability of the two ligands inside the binding pocket appears to be 
realized through CH…p and p…p interactions, involving positively polarized CH groups of 
the five membered saturated ring of the ligands and aromatic aminoacid residues of the a7 
cockroach nAChR such as Trp189 and Tyr231 (see Table 1). It is also worth noting that short 
contacts are established between the ligand and one sulfur atom of Cys233. These trends are 
consistent with the key role played by a Trp and a dicysteine residues in the binding of 
neonicotinoids insecticides to insect nAChR models.
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Discussion 
We first compared the expression of a7 subunit alone and with chicken b2 and found that a7 
subunit is able to form functional homomeric receptors in the Xenopus laevis oocytes without 
b2 subunit. This observation is encouraging because to date no functional expression of an 
insect homomeric a7 receptor was demonstrated in Xenopus laevis oocytes without the use of 
molecular chaperone or vertebrate b subunits. While our results show that we need to use higher 
nicotine concentration to activate cockroach a7 receptors, this concentration is not surprising 
because it was previously used to activate nAChRs expressed on the cockroach DUM neurons 
9, 10. We found that the range of current amplitudes obtained is close to those found with nicotine 
using DUM neurons and that nicotine-evoked currents are robust and repetitive and that Imax is 
higher to data found in previous studies with Da7 receptor26. Our investigations suggest that 
cockroach a7 receptor is insensitive to a-Bgt at the tested concentrations, demonstrating that it 
has different pharmacological properties compared to rat a7 receptors. Indeed, insect a7 
subunits show close sequence similarity to one other and form a monophyletic group with 
mammalian a7 nAChR subunits and includes Drosophila melanogaster Da5 and Da65, 27. This 
close similarity with vertebrate a7 subunits leads to the assumption that insect homomeric a7 
nAChRs could be blocked by a-Bgt. Here, we show a lack of a-Bgt effect on nicotine-evoked 
currents. This result was not surprising because it was also demonstrated a lack of specific a-
Bgt binding sites on drosophila S2 cells expressing full-length Da6 or Da7 subunits. The only 
exception was the use of chimeric Da6/5HT3A and Da7/5HT3A receptors or recombinant Da6 
and Da7 receptors expressed with RIC-326, 27. We hypothesize that cockroach a7 nAChRs may 
have different pharmacological profile compared to mammalian a7 homomeric nAChRs. 
Indeed, cockroach a7 receptor was also insensitive to MLA blocking at the same 
concentrations. Moreover, because mecamylamine and d-TC, nAChR antagonists have no 
effect on nicotine-induced currents, we hypothesize that cockroach a7 subtype was not 
associated to the pharmacological properties of both a-Bgt-insensitive nAChR1 and nAChR29, 
10. Our observation is in accordance with the previous data suggesting that nAChR1 includes 
cockroach Paa3, Paa8 and Pab1 subunits while nAChR2 is composed to Paa1, Paa2 and Pab1 
subunits44.  
To get a better understanding of the pharmacological properties of cockroach a7 
receptors, we studied the effect of neonicotinoid insecticides because they are described as 
activators of cockroach nAChRs13, 56. We found that none of the tested neonicotinoids was able 
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to strongly activate cockroach a7 receptors at an extent giving strong recorded inward currents, 
except for THC, suggesting that some neonicotinoids could activate the cockroach a7 receptors. 
Moreover, our data are compatible with a modulatory effect of neonicotinoid insecticides on 
nicotine-induced currents. CLT and THC decrease nicotine-evoked current amplitudes whereas 
IMI and ACE increase all currents in co-application and under pretreatment. These data are 
consistent with our previous studies showing a modulatory effect of neonicotinoid insecticides 
on the rat a7 receptor but pretreatment with cCLT and ACE increased ACh-induced current 
amplitudes45. Thus, we hypothesize that cockroach α7 homomeric receptor is differently 
modulated by neonicotinoid insecticides compared to mammalian a7 receptors. The 
complementary docking results are consistent with the structural data available so far for the 
interactions of IMI and THC with cockroach a7 homomeric receptor models. Nevertheless, the 
trends pointed out at the microscopic scale contrast with the electrophysiological results. 
Further modeling studies considering other putative neonicotinoid binding sites (e.g. allosteric) 
are needed. Indeed, the present results point out that the tendencies obtained at the agonist site 
alone cannot rationalize the observed experimental data. From an electrophysiological point of 
view, the results obtained might originate from the poor agonist activity of IMI on cockroach 
nAChRs or that the native a7 homomeric receptors is insensitive to these compounds. The first 
hypothesis is true because IMI is a poor activator of cockroach nAChRs and CLT and ACE are 
known as full activators56. Thus, it seems possible that cockroach a7 receptors is insensitive to 
these compounds. Our challenge in the next years will be to identify specific compounds 
activating cockroach a7 homomeric receptors. These compounds will be of particular interest 
as specific activators of insect a7 receptors. We hypothesize that cockroach a7 could be used 
as an insect model of homomeric receptors to study the pharmacological properties of native 
nAChRs on heterologous systems.  
In final, the present data reinforce our findings that functional expression of a robust 
insect a7 homomeric receptor is possible as demonstrated with the mammalian a7 subunits. 
During the present study, we found that the functional expression concerned 50% of the injected 
oocytes. It is clear that the next challenge will be to improve the functional expression as found 
with vertebrate a7 for which we found more than 80% of successful expression. 
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Legend to the figures and table 
 
Figure 1 
Effect of nicotine (Nic) and acetylcholine (ACh) on cockroach a7 nAChRs expressed in 
Xenopus laevis oocytes. (A) Typical example of nicotine- and acetylcholine-induced currents. 
Currents are recorded at 10 mM nicotine or acetylcholine, respectively. (B) Dose-response 
curve are represented for nicotine and acetylcholine. Data are normalized to 10 mM nicotine 
and are means ± SEM of 10 independent experiments. (C) Nicotine (10 mM) evoked currents 
recorded after the expression of cockroach a7 subunit alone or with rat b2 subunit. In each 
case, black bars indicate application of 10 mM nicotine. (D) Dose-response curve of nicotine-
induced currents through a7 and a4b2 nAChRs. 
 
Figure 2 
Nicotine activation of cockroach a7 nAChRs. (A) Successive applications of 10 mM nicotine 
recorded after 5 min interval. Black bars indicate 5 s application of 10 mM nicotine. (B) The 
concentration-response relationship for the peak currents and net charge responses evoked by 
nicotine. Each point represents the mean ± SEM.  
 
Figure 3 
Effects of the nAChR antagonists on nicotine (10 mM) evoked currents. (A) Pretreatment with 
0.5 µM a-Bgt, (B) 0.5 µM MLA, (C) 10 µM MLA, (D) 5 µM mecamylamine (MEC) and (D) 
10 µM d-TC. Bars indicate application of the compounds.  
 
Figure 4 
Effect of neonicotinoid insecticides on cockroach a7 nAChRs expressed in Xenopus laevis 
oocytes. As shown no currents were found with ACE (10 mM), IMI (10 mM) and CLO (10 
mM) but 1 mM THC induced an inward current. 
 
Figure 5 
Modulatory effect of CLT and THC on nicotine-induced currents. (A) modulatory effect of 10 
µM CLT when (a and b) co-applied with 10 mM nicotine and (c and d) after pretreatment. (B) 
Inhibition response-curve under co-application with CLT. (C) Similar effect was found when 
cells were pretreated with 10 µM THC. (a and b) co-application with 10 µM THC and 10 mM 
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nicotine. (c and d) Pretreatment with 10 µM THC and 10 mM nicotine. (D) Inhibition-response 
curve under co-application of THC with 10 mM nicotine.  Histograms summarized data 
obtained with 10 µM of each neonicotinoid and represent n = 10 independent experiments. * p 
< 0.05 
 
Figure 6 
Modulatory effect of IMI and ACE on nicotine evoked currents. (A and B) represents the effects 
of 10 µM IMI during co-application (A) and after pretreatment (B). (C and D) represents similar 
effects during co-application of 10 mM nicotine with 10 µM ACE (C) or 5 min pretretment.  
 
Figure 7 
Sequence alignment of Ac-AChBP and a7 cockroach (CK) nAChR used to generate the 
homology model.   
 
Figure 8 
Chemical structures of imidacloprid (IMI) and thiacloprid (THC) neonicotinoids. 2D 
interaction diagram of the ligand-receptor interactions established within the CD interface of 
the a7 cockroach nAChR for (B) IMI and (C) THC. 
 
Figure 9 
Predicted binding modes of IMI (A and B) and THI (C and D) in cockroach α7 nAChR viewed 
according to two orientations: with the pyridinic ring (left: A and C) with the push-pull fragment 
(right: B and D) in the plane of the figure, respectively. 
 
Table 1 
Selected interatomic distances, docking scores and glide energies (kcal mol-1) of IMI and THI 
binding in α7 cockroach nAChR (CD subunits interface).  
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Table 1 
 
 
Neonicotinoid Interaction 
Interaction 
distance 
(Å) 
DSa GEb RMSDc 
IMI 
N5…H(O) (W248) 2.01 
-7.2 -75.1  
W248 O…HN(Val159 C)MC 2.13 
W248(O)H…OC(Asn147 C)MC 2.11 
Ctr1d…Ctr(5) (Trp 189 D) SC 5.24 
C9H… Ctr(5) (Trp 189 D) SC 3.01 
C4H…S (Cys 233 D)SC  2.64 
Ctr2e…Ctr(6) (Trp 189 D) SC 4.10 
C3H… Ctr(6) (Trp 189 D) SC 2.34 
Ctr2e…Ctr(6) (Tyr 231 D) SC 3.80 
C3H… Ctr(6) (Tyr 231 D) SC 2.79 
O2…H(N) (Lys 97 D) SC 4.29 
 
THI 
N4…H(O) (W248) 1.99    
W248 O…HN(Val159 C)MC 2.13    
W248(O)H…OC(Asn147 C)MC 2.11    
Ctr1d…Ctr(5) (Trp 189 D) SC 5.18    
C10H… Ctr(5) (Trp 189 D) SC 3.00    
C5H…S (Cys 233 D)SC  2.67 -4.6 -71.7  
Ctr2e…Ctr(6) (Trp 189 D) SC 4.12    
C2H… Ctr(6) (Trp 189 D) SC 2.93    
C3H… Ctr(6) (Trp 189 D) SC 2.88    
Ctr2e…Ctr(6) (Tyr 231 D) SC 3.89    
C3H… Ctr(6) (Tyr 231 D) SC 2.36    
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Figure 1 
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Figure 2  
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 6 
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Figure 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Chapitre I : caractérisation pharmacologique du récepteur homomérique α7 chez la blatte 
Periplaneta americana 
 89 
Figure 8 
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Figure 9 
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Modulation des courants cholinergiques par les insecticides néonicotinoïdes 
sur le récepteur ⍺7 de rat 
A. Présentation synthétique de l’article :  
 
Contexte : le mode d’action des insecticides néonicotinoïdes sur les récepteurs nicotiniques 
neuronaux des mammifères est sujet à des polémiques. Ils sont soupçonnés d’être impliqués 
dans la survenue de maladie neurodégénératives comme les maladies d’Alzheimer et de 
Parkinson (Paterson et Nordberg, 2000). Cependant des études précédentes ont montré qu’ils 
ont une forte affinité pour les récepteurs nicotiniques neuronaux d’insectes par comparaison à 
ceux des mammifères (Casida, 2018). Ces résultats ont fortement contribué à considérer que 
les insecticides néonicotinoïdes avaient peu ou pas d’effet chez les mammifères. 
 
Objectifs : nous avons fait l’hypothèse que les insecticides néonicotinoïdes, bien qu’étant de 
faibles agonistes des récepteurs nicotiniques neuronaux de mammifères, pouvaient néanmoins 
moduler l’effet de l’ACh sur ces récepteurs. Au cours de ce travail, nous avons étudié la 
modulation exercée par trois néonicotinoïdes, la CLO, l'ACE et le TMX sur le récepteur 
homomérique α7 du rat. Ce récepteur présente un double intérêt, il est utilisé pour décrire les 
propriétés pharmacologiques des récepteurs nicotiniques neuronaux des mammifères et il nous 
a permis de comparer les données issues du récepteur homomérique ⍺7 de la blatte (travaux 
suivant). 
 
Conclusion : nous avons montré que la CLO et l'ACE étaient de faibles activateurs du récepteur 
homomérique ⍺7 des mammifères alors que le TMX n’était pas capable d’induire des courants. 
Cependant, l’étude de la modulation a montré que les 3 molécules étaient capables de moduler 
la réponse induite par l’ACh lorsqu’un pré-traitement était appliqué. Les modulations qui en 
résultent sont différentes en fonction des molécules appliquées ; l’ACE et la CLO permettent 
de doubler la réponse induite par l’ACh alors que le TMX induit une diminution de la réponse. 
Nous émettons alors l’hypothèse que ces néonicotinoïdes sont capables d’agir comme des 
modulateurs allostériques des nAChRs de mammifères. Cependant, comme montré 
précédemment, en utilisant la combinaison de plusieurs pesticides (Yi et al., 2012, Taillebois 
et Thany, 2016), nos résultats pourraient être dus à des effets additifs, synergiques ou 
antagonistes des trois néonicotinoïdes avec l'ACh, sur le récepteur α7. Pour conclure nos 
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résultats révèlent l’existence d’une interaction complexe entre les néonicotinoïdes et le 
récepteur ⍺7 de rat. 
B. Publication n°2 : Cartereau et al., 2017 
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BACKGROUND AND PURPOSE
Neonicotinoid insecticides are described as poor agonists of mammalian nicotinic ACh receptors. In this paper, we show that their
effects on mammalian nicotinic receptors differ between compounds.
EXPERIMENTAL APPROACH
Two-electrode voltage-clamp electrophysiology was used to characterize the pharmacology of three neonicotinoid insecticides
on nicotinic α7 receptors expressed in Xenopus oocytes. Single and combined application of clothianidin, acetamiprid and
thiamethoxam were tested.
RESULTS
Two neonicotinoid insecticides, clothianidin and acetamiprid, were partial agonists of mammalian neuronal α7 nicotinic
receptors, whereas another neonicotinoid insecticide, thiamethoxam, which is converted to clothianidin in insect and plant
tissues, had no effect. Pretreatment with clothianidin and acetamiprid (10 μM) ACh significantly enhanced the subsequent
currents evoked by ACh (100 μM ) whereas pretreatment with thiamethoxam (10 μM) reduced ACh-induced current amplitudes.
A combination of the three neonicotinoids decreased the ACh-evoked currents.
CONCLUSIONS AND IMPLICATIONS
The present findings suggest that neonicotinoid insecticides differ markedly in their direct effects on mammalian α7 nicotinic ACh
receptors and can also modulate ACh-induced currents. Furthermore, our data indicate a previously unknown modulation of
mammalian α7 nicotinic receptors by a combination of clothianidin, acetamiprid and thiamethoxam.
Abbreviations
nAChR, nicotinic ACh receptor; SOS, standard oocyte saline
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Introduction
Neuronal nicotinic ACh receptors (nAChRs) are ligand-
gated ion channels that are located at pre- and postsynaptic
sites within the central and peripheral nervous system
(Wonnacott, 1997; Rousseau et al., 2005). These pentameric
receptors are generated from different sets of subunits, and
the various subunit combinations differ in their pharmaco-
logical and kinetic properties and also in their cellular and
subcellular localization in the brain (Gotti et al., 2006; Gotti
et al., 2009). The α7 homo-oligomer is one of the main types
of nAChRs in the brain, widely distributed and characterized
by a fast activation, a low affinity and a high calcium perme-
ability (Millar and Gotti, 2009; Taly et al., 2009). Several re-
ports indicate that α7 nAChRs are implicated in the
pathophysiology of neurodegenerative diseases (Paterson
and Nordberg, 2000). The involvement of the α7 nAChRs in
neurodegenerative diseases is in part due to their high expres-
sion in brain regions that are involved in cognitive processes
(Levin et al., 2006). Thus, α7 nAChRs and β-amyloid are
co-localized in cortical regions of patients with Alzheimer’s
disease (Wang et al., 2000a,b, 2003; Pym et al., 2005, 2007).
Because of the neuronal importance of α7 nAChRs, they
are currently used as tools to identify and characterize the
mode of action of diverse compounds that can act as agonists,
antagonists and modulators of neuronal nAChRs (Davies
et al., 1999; Collins and Millar, 2010; Gill et al., 2013;
Echeverria et al., 2016). For example, ivermectin, a macro-
cyclic lactone, used commercially as an antiparasitic agent
in both human and veterinary medicine, was not able, by it-
self, to activate currents but acted as a positive allosteric mod-
ulator of α7 nAChRs (Krause et al., 1998; Burkhart, 2000;
Collins and Millar, 2010). Indeed, ivermectin displayed no
agonist activity on rat α7 nAChRs expressed in Xenopus
oocytes but caused a potentiation of ACh-induced responses
after pretreatment (Krause et al., 1998; Sattelle et al., 2009).
These data added to our understanding of the observed diver-
sity of ivermectin actions on vertebrate and invertebrate
ligand-gated ion channels.
Among the large number and variety of compounds bind-
ing to vertebrate and invertebrate nAChRs, neonicotinoid in-
secticides are of special interest. Indeed, in 2011, the market
share of neonicotinoids in the total global market for insecti-
cides was 28.5% (US $12.75 million) (Jeschke et al., 2013).
They have no cross-resistance to conventional, longer
established insecticide classes and are replacing the older
and environmentally less benign classes, such as pyrethroids,
organophosphates, carbamates and several other classes of
insecticides used in agriculture. Neonicotinoid insecticides
act as agonists of insect neuronal nAChRs with much higher
affinity than that of nicotine and ACh. They are considered
more toxic to insects (Tomizawa and Casida, 2005; Tomizawa
and Casida, 2003) because of their chemical structures, their
binding site interactions at the corresponding insect nAChRs
and their hydrophobicity, which improves the penetrability
of insect integument, enhancing insecticidal efficacy
(Tomizawa and Casida, 2009; Tomizawa et al., 2011). Indeed,
binding studies reveal that imidacloprid and the parent com-
pounds bound with very low affinities to the rat brain mem-
branes and neuronal α7 and α4β2 nAChRs (Kagabu et al.,
2000; Lansdell and Millar, 2000). Moreover, currents elicited
by ACh are differently potentiated by clothianidin and
imidacloprid suggesting that the effects of neonicotinoids
on ACh-induced currents could be dependent on the chemi-
cal structure of neonicotinoids (Toshima et al., 2008; Li
et al., 2011).
In the present study, we investigated the mode of action
of three different neonicotinoids, clothianidin, acetamiprid
and thiamethoxam on rat α7 neuronal nAChRs. These three
compounds are members of a group of seven major commer-
cial neonicotinoid insecticides used worldwide, the others
being imidacloprid, thiacloprid, dinotefuran and nitenpyram
(Jeschke et al., 2013). In addition, we wanted to investigate
whether clothianidin, acetamiprid and thiamethoxam in
low concentrations, impaired ACh-induced currents in
mammalian α7 receptors.We demonstrated that clothianidin
and acetamiprid were partial agonists of α7 nAChRs whereas
thiamethoxam had no agonist effect. Also, the three
compounds were able to modulate ACh-evoked currents in
different ways.
Methods
Preparation of cRNA
Rat neuronal α7 nAChR (GenBank accession number:
S53987) and human RIC3 (GenBank accession number:
AY326435) clones were obtained from Prof. Roger Papke
(University of Florida) and Prof. Millet Treinin (University
of Jerusalem). Each cDNA was cloned into the pGem vector.
Recombinant plasmid containing rat α7 nAChR and RIC3
were linearized with Smal (New England Biolabs, Ipswich,
USA) or NheI (Promega, Madison, USA) respectively. Capped
RNAs were transcribed in vitro using T7 mMESSAGE
mMACHINE kit (Ambion, Austin, USA). After linearization
and purification of cloned cDNAs, RNA transcripts of α7
and RIC3 were injected in the oocytes for electrophysiolog-
ical recordings. Xenopus laevis oocytes were obtained from
the CRB Xenope, University of Rennes, France. The CRB
Xenope is a French national platform dedicated to Xenopus
breeding for experimental research. Experiments were con-
ducted during 2 years, and at least 10 female frogs (between
10 and 12 frogs) were used for the studies. Thus, the num-
ber of batches (frogs) ‘n’ for each experimental group or
condition is indicated and, except where indicated, a mini-
mum of 120 oocytes per batch were recorded for each exper-
imental condition.
Oocyte injection
Oocytes were kept in standard oocyte saline (SOS) of the fol-
lowing composition: in mM, 100 NaCl, 2 KCl, 1 MgCl2, 1.8
CaCl2 and 5 HEPES, pH 7.5. Stages V and VI oocytes were
defolliculated manually using fine forceps, after treatment
with 2 mg·mL!1 collagenase IA (Sigma, France) in Ca2+-free
SOS solution, supplemented with 0.8 mg·mL!1 trypsin inhib-
itor. Defolliculated oocytes were injected in the vegetal pole
with approximately 50 nL (3–6 ng per oocytes) (Papke et al.,
2004) capped RNA and maintained at 19°C in sterile SOS so-
lution supplemented with penicillin (100 U·mL!1), strepto-
mycin (100 mg·mL!1), gentamycin (50 mg·mL!1) and
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sodium pyruvate (2.5 mM). This mediumwas replaced at 24 h
intervals.
Voltage-clamp recordings
Two-electrode voltage clamp electrophysiology was con-
ducted using DAGAN TEV-200A amplifier (Dagan Corpora-
tion, Minneapolis, USA). Membrane currents were recorded
between 4 and 7 days after injection (Papke et al., 2004), using
two microelectrodes filled with 3 M KCl and had a resistance
ranging between 0.2 and 5MΩ. The oocyte membrane poten-
tial was held at !60 mV and perfused continuously with re-
cording buffer at room temperature (20–22°C). To obtain
dose–response relations, the neurotransmitters were applied
during 5 s, at 5–10 min intervals. To evaluate synergic effects,
the neonicotinoids were applied during 4–5 min before the
co-application with ACh. Experimental data were digitized
with a Digidata-1322A A/D converter and later analysed with
pCLAMP (Molecular Devices, Union City, CA, USA). All ago-
nist preparations were prepared with recording buffer. The
EC50 values were determined using nonlinear regression on
normalized data (1 mM ACh as maximal response) using
GraphPad Prism software.
Data and statistical analysis
The data and statistical analysis comply with the recommen-
dations on experimental design and analysis in pharmacol-
ogy (Curtis et al., 2015). All data were collected and
analysed without knowledge of the treatments (blinded).
Data were shown as mean ± SD and analysed using Prism 7
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Responses to experi-
mental neonicotinoid applications were determined relative
to the preceding ACh control responses in the same experi-
mental conditions, in order to normalize the data, compen-
sating for the varying levels of channel expression among
the oocytes (Papke et al., 2004). The dose–response curves
were derived from the fitted curve following the equation:
Y = Imin + (Imax – Imin)/(1 + 10(log(EC50!X)H) where Y is
the normalized response, Imax and Imin are the maximum
and minimum responses, H is the Hill coefficient, EC50 is
the concentration giving half the maximum response and
X is the logarithm of the compound concentration. In the
experiments in which neonicotinoids were used in combi-
nation, we used ‘effect-based strategy’ method, in particular,
the Bliss independence model (see Zhao et al., 2014;
Foucquier and Guedj, 2015). For each condition, the combi-
nation index (CI), which was the standard measure of com-
bination effect, was determined. CI = (EA + EB – EAEB)/EAB,
where EA and EB represent two drugs A and B, with respec-
tive effects EA and EB, and of combined effect EAB. Thus, CI
values >1 indicates antagonism, CI values <1 synergism
and CI values = 1, an additive effect (Zhao et al., 2014;
Foucquier and Guedj, 2015). Differences between group
means were tested for significance by the Kruskal–Wallis
one-way ANOVA on ranks followed by a modified Student’s
t-test (Bonferroni post hoc test) in the case of single and mul-
tiple comparisons respectively. P < 0.05 was the accepted
minimum level of significance.
Materials
ACh, nicotine, clothianidin, acetamiprid and thiamethoxam
were purchased from Sigma (St Quentin, France).
Nomenclature of targets and ligands
Key protein targets and ligands in this article are
hyperlinked to corresponding entries in http://www.
guidetopharmacology.org, the common portal for data from
the IUPHAR/BPS Guide to PHARMACOLOGY (Southan et al.,
2016), and are permanently archived in the Concise Guide
to PHARMACOLOGY 2015/16 (Alexander et al., 2015).
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Figure 1
Effects of ACh, clothianidin (CLO), acetamiprid (ACE) and
thiamethoxam (TMX) on rat α7 neuronal nAChRs. (A) Chemical struc-
ture of ACh and the neonicotinoid insecticides studied (clothianidin,
acetamiprid, thiamethoxam. (B) Currents induced by bath applica-
tion of 1 mM ACh, clothianidin and acetamiprid. As shown, 1 mM
thiamethoxam induced no current, at any concentration. Each bar
indicates when the compound is added. (C) Dose–response curves
recorded for control (ACh) and for clothianidin, acetamiprid or
thiamethoxam. Responses are normalized to the responses induced
by 1 mM ACh and fitted to the Hill equation (see Methods section).
Each point plotted in the concentration–response curves represents
mean ± SEM of oocytes from 12 different frogs. For each experimen-
tal condition, 180 oocytes per batch were recorded.
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Results
Clothianidin and acetamiprid act as partial
agonists of α7 nicotinic ACh receptors and
increase ACh-induced currents
For better understanding of the mode of action of the three
neonicotinoid insecticides (Figure 1A), they were first applied
to Xenopus oocytes expressing rat neuronal α7 homomeric
nAChRs. Bath application of 1 mM clothianidin and
acetamiprid induced inward currents, which desensitized
rapidly upon prolonged application of the neonicotinoids
(10 s application). At 1mM concentration, themaximum cur-
rents were !0.46 ± 0.08 for acetamiprid and !0.57 ± 0.09 μA
for clothianidin. The mean current amplitudes were 1.71
(P < 0.05, n = 12; Figure 1B) and 1.95 (P < 0.05, n = 12;
Figure 1B) fold lower than for ACh. The amplitudes of the
clothianidin and acetamiprid-elicited currents were
concentration-dependent with EC50 values (in mM) of
0.16 ± 0.06 (ACh), 0.74 ± 0.07 (clothianidin) and
0.73 ± 0.06 (acetamiprid). Interestingly, thiamethoxam,
which is metabolized to clothianidin only in insects and
plants (Nauen et al., 2003; Benzidane et al., 2010), had no ag-
onist effect (Figure 1B, C). Clothianidin and acetamiprid ap-
peared as activators of α7 nAChRs (Figure 1B, C). The
dose–response curves were fitted with the Hill equation and
the data are shown in Table 1. Thus, despite the close similar-
ity of these three compounds, they differed in their action on
rat neuronal α7 nAChRs.
In the second set of experiments, we studied the modula-
tory effect of low concentrations of the three neonicotinoid
insecticides on ACh-induced currents in oocytes expressing
α7 nAChRs. Coapplication (without pretreatment) of
clothianidin or acetamiprid (both 10 μM) with 100 μM ACh
(which is close to its EC50) did not change ACh-evoked cur-
rent amplitudes (Figure 2A, B). However, pretreatment of
the oocytes for 4 min, with the same concentration of
clothianidin or acetamiprid (10 μM) before coapplication
(10 s) of 100 μM ACh significantly increased ACh-induced
current amplitudes (Figure 2C, D), almost two-fold. In con-
trast, no significant effect was found when the oocytes were
pretreated with a low concentration of ACh (10 μM) before
the coapplication of clothianidin or acetamiprid at the higher
concentration (100 μM) (Figure 3A, B). To confirm that
Table 1
Imax, pEC50 and Hill coefficient values for ACh, clothianidin,
acetamiprid and thiamethoxam on rat neuronal α7 nAChRs
Imax (μA) pEC50 Hill
ACh 1.0 3.80 ± 0.08 1.192 ± 0.21
Clothianidin 0.57 ± 0.06 3.13 ± 0.05 1.559 ± 0.35
Acetamiprid 0.46 ± 0.09 3.13 ± 0.08 1.435 ± 0.45
Thiamethoxam 0 ND ND
The values shown (means ± SEM) were determined from the
concentration–response curves, generated from oocytes from 12 dif-
ferent frogs. The maximum currents (Imax) are shown as the ratio of
the maximum response to that for 1 mM Ach (set to unity). ND: not
determined.
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Figure 2
Clothianidin and acetamiprid enhance ACh-induced current ampli-
tudes of the rat α7 neuronal nAChR. (A and B) coapplication without
pretreatment. In the left, currents induced by 100 μM ACh. In the
right, coapplication of 10 μM clothianidin (CLO) or acetamiprid
(ACE) with 100 μMACh induces neither a significant increase nor de-
crease of ACh-evoked currents. (C and D) Pretreatment with 10 μM
clothianidin and acetamiprid. In the left, currents induced by
100 μM ACh. In the middle, effects of 10 μM clothianidin and
10 μM acetamiprid. Clothianidin and acetamiprid alone did not in-
duce currents but, used as a preapplication, strongly increased the
subsequent response to ACh (on the right). Each bar in the current
indicates when the compound is added. Histograms under the cur-
rents illustrate the increase of ACh-induced current amplitudes after
pretreatment with 10 μM clothianidin (C) and acetamiprid (D). Each
histogram represents mean ± SEM of oocytes from 12 frogs. For each
experimental condition, 120 oocytes per batch were recorded.
*P < 0.05, signficantly different as indicated.
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pretreatment with 10 μMACh did not induce desensitization
of the receptors or any modulatory effect of the
neonicotinoids, we measured responses to 100 μM ACh after
pretreatment with 10 μM ACh, and found no effect of this
pretreatment on the current induced by the higher concen-
tration of ACh (Figure 3C). We then generated
concentration–response curves to ACh after pretreament of
the oocytes with clothianidin or acetamiprid (10 μM). As
shown in Figure 4A, the concentration–response curves were
left-shifted when compared to the curve obtained with ACh
pretreatment. The resulting EC50 values were 0.47 ± 0.09
and 0.89 ± 0.2 mM for the binary combinations
ACh/clothianidin and ACh/acetamiprid respectively. The re-
producibility of the currents over time was also measured
using repeated applications (10 s application at 5 min inter-
vals) of the compounds on the same oocyte. These responses
were stable and reproducible, and the potentiation of the
ACh-induced current was maintained, for either
neonicotinoid compound, for at least 30 min (Figure 4B).
Thiamethoxam, a poor agonist of nAChRs,
inhibits ACh- and nicotine-induced current
amplitudes
Based on the previous set of results, thiamethoxam was not
able to activate α7 nAChRs. Nevertheless, a low
concentration of thiamethoxam (10 μM) decreased the
ACh-induced current amplitudes when it was coapplied with
100 μM ACh (Figure 5A). A similar decrease was observed
when the oocytes were pretreated with 10 μM thiamethoxam
before coapplication of 100 μM ACh (Figure 5B). In the next
set of experiments, thiamethoxamwas used as a pretreatment
in order to compare its effects with those of clothianidin and
acetamiprid. Thus, using the single effective dose of ACh
(100 μM) and pretreatment with 10 μM thiamethoxam, the
ACh-activated current was significantly reduced by 33 ± 4%
(n = 10; Figure 5C), compared with currents induced by
100 μM ACh alone. Note that when oocytes were pretreated
with 10 μM ACh, there was no effect on the response to
100 μM ACh (Figure 5C). As shown in Figure 5D, the
concentration–response curve to ACh was right-shifted by
pretreatment with thiamethoxam (10 μM) (Figure 5D) and
the effects of different pretreatment concentrations of
thiamethoxam (Figure 5E) revealed only a partial inhibition
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Figure 3
Responses evoked by 100 μM clothianidin or acetamiprid when oo-
cytes are pretreated with 10 μM ACh. (A and B) Cells are pretreated
with 10 μMACh. In the left, application of 10 μMACh did not induce
any currents. In the middle, responses evoked by 100 μM
clothianidin (CLO; upper traces) and 100 μM acetamiprid (ACE;
lower traces). In the right, oocytes are pretreated with 10 μM ACh.
Exposure to 10 μM ACh alone did not induce currents nor did it af-
fect the clothianidin- or acetamiprid-evoked currents. (C) To confirm
that 10 μM ACh does not desensitize the rat α7 neuronal nAChR, we
measured ACh-evoked currents after 4 min pretreatment with 10 μM
ACh. In this condition, pretreatment with 10 μM ACh has no effect
on the responses evoked by 100 μM ACh. Each bar indicates when
the compound is added.
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Figure 4
Dose–response and time course effects of 100 μM clothianidin and
acetamiprid coapplied with 100 μM ACh on oocytes expressing α7
nAChRs. (A) Dose–response relationships of 100 μM ACh alone and
coapplied with 10 μM clothianidin (CLO) and 10 μM acetamiprid
(ACE). Each point represents mean ± SEM of the mean (n = 12).
(B) Time course of ACh of 100 μM ACh (control condition) with
10 μM clothianidin and 10 μM acetamiprid. ACh, clothianidin and
acetamiprid are coapplied for 5 s in bath solution, every 5 min. Each
point represents mean ± SEM of oocytes from 10 frogs. In each
experimental condition, 120 oocytes per batch were recorded.
Currents are normalized with 100 μM ACh using the same oocyte.
*P < 0.05, signficantly different as indicated.
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of the ACh-induced currents, through the α7 nAChRs
(Figure 5E). Interestingly, under the same conditions, we dem-
onstrated that 10 μM thiamethoxam completely blocked
currents induced after coapplication of 100 μM nicotine
(Figure 6A), but pretreatment with 10 μM nicotine had no
effect on the response to the high concentration (100 μM) of
thiamethoxam (Figure 6B). These data showed that
thiamethoxamdecreased ACh-induced and nicotine-induced
current amplitudes, implying an antagonist, rather than ago-
nist, activity of thiamethoxam on rat α7 nAChRs. Moreover,
these results were in agreement with the finding that all
neonicotinoids showed low binding affinity for mammalian
nAChRs but were able to modulate ACh-induced currents.
Combined applications of clothianidin,
acetamiprid and thiamethoxam differently
modulate ACh-induced current amplitudes
The development of insect resistance against pesticides and
whole-field applications has led to the use of mixtures of in-
secticides (Willmott et al., 2013). As a result, Wang et al.,
(2017) proposed that the reported negative effect of pesti-
cides could derive from the combination of pesticides. We
therefore next investigated the modulatory effect of the three
neonicotinoids when used in combination, at the same con-
centration (10 μM). Combined application of thiamethoxam
with clothianidin decreased the peak amplitude of ACh-
induced current by about 50% (n = 12; Figure 7A). Further,
combined application of thiamethoxam with acetamiprid
strongly reduced ACh currents, inducing about 70% inhibi-
tion of the peak ACh current amplitude (n = 12; Figure 7B). In-
terestingly, we found that the combination of clothianidin
and acetamiprid also significantly reduced ACh currents to
47 ± 20% (n = 12; Figure 7C). This finding was unexpected
because these neonicotinoids, used separately, had shown
agonist effects, as shown above (Figure 1B, C). We therefore
tested the concentration-dependence of this finding,
measuring the response to 100 μM ACh in the presence of
10 μM clothianidin and increasing the concentration of
acetamiprid. As shown in Figure 7D, pretreatment with
10 μM clothianidin and increasing acetamiprid concentra-
tions antagonized the currents induced by 100 μM ACh. A
similar reduction of ACh-induced currents was found using
a combination of the three neonicotinoids, thiamethoxam,
clothianidin and acetamiprid, all at 10 μM, (n = 10; Figure 8).
Calculations using the CI equation (Zhao et al., 2014;
Foucquier and Guedj, 2015) suggested that all neonicotinoid
mixtures were antagonistic. The CIs were 2.1, 1.9, 1.2 and
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Figure 5
Modulatory effect of 10 μM thiamethoxam on ACh-induced currents. (A) Coapplication without pretreatment. Coapplication of 10 μM
thiamethoxam (TMX) with 100 μM ACh significantly reduces ACh-induced current amplitudes. (B) Pretreatment with 10 μM thiamethoxam
(4 –5min pretreatment). In the left, current represents response recorded in control condition (100 μMACh). In the middle, 10 μM thiamethoxam
neither induces currents. In the right, 10 μM thiamethoxam strongly decreases ACh-induced current amplitude. Each bar indicates when the com-
pound is added. (C) Histograms illustrating the decrease of ACh-induced current amplitudes after pretreatment with 10 μM thiamethoxam. Data
are mean ± SEM of oocytes from 10 frogs. *P < 0.05, signficantly different as indicated. Inset, oocytes are pretreated with 10 μM ACh and
coapplied with 100 μM thiamethoxam. No effect was found. (D) Dose–response relationship of ACh coapplied with 10 μM thiamethoxam. Each
point represents mean ± SEM of oocytes from 10 frogs. (E) Inhibitory curve illustrating the effect of thiamethoxam on ACh responses. Data are
plotted as mean ± SEM of oocytes from 10 frogs. In each experimental condition, we used 120 oocytes per batch.
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2.4 for the combinations acetamiprid/clothianidin,
thiamethoxam /clothianidin, thiamethoxam/acetamiprid
and thiamethoxam /acetamiprid /clothianidin respectively.
Although the inhibition observed in the combinations
containing thiamethoxam could be explained by the
antagonist activity of thiamethoxam, we cannot exclude the
possibility that acetamiprid and clothianidin, in a complex
mechanism, could act as negative modulators of the α7
nAChRs. Because all combinations of the three neoni-
cotinoids were antagonistic, whereas each neonicotinoid
used singly had clearly differing effects, we analysed further
the currents induced by combined application of the higher
concentrations of the neonicotinoids, after pretreatment
with 10 μM ACh. As shown in Figure 9, currents induced by
the combined application of thiamethoxamwith acetamiprid
(both 100 μM) were strongly enhanced after the pretreatment
with ACh (n = 10; Figure 9A). Current amplitudes were simi-
larly increased when 100 μM thiamethoxam was combined
with 100 μM clothianidin (n = 10; Figure 9B), and by the com-
bination of all three neonicotinoids (n = 10; Figure 9C)]. Note
that pretreatment with 10 μM ACh did not change current
amplitudes induced by the combined application of 100 μM
clothianidin and acetamiprid (Figure 9D), suggesting that
thiamethoxam could change the interactions between ACh
and neonicotinoid insecticides.
Discussion
Clothianidin and acetamiprid act as partial
agonists of α7 nAChRs
Neonicotinoid insecticides are considered as agonists of neu-
ronal nAChRs acting selectively on insect nAChR subtypes
(Tomizawa and Casida, 2003; Casida andQuistad, 2004). This
assumption is based in part in the study of the commercially
used neonicotinoid, imidacloprid. This neonicotinoid did
not activate the mammalian α4β2 nAChR subtype expressed
in Xenopus oocytes at doses up to 100 μM, but induced a weak
activation of the α7 nAChRs (Yamamoto et al., 1998). But re-
sponses to imidacloprid were further enhanced in the pres-
ence of the E219P mutation in loop C of the α4 subunit
(Toshima et al., 2009). In this study, we have demonstrated
that clothianidin and acetamiprid were partial agonists of
mammalian neuronal α7 nAChRs while thiamethoxam ex-
hibited no agonist activity. Our data are in agreement with
studies from Li et al. (2011), demonstrating that clothianidin
is a weak agonist of α4β2 receptors with peak current ampli-
tudes of 1–4% of the responses to 1 mM ACh. Interestingly,
we found that clothianidin and acetamiprid strongly en-
hanced ACh-induced current amplitudes after pretreatment.
The effects of clothianidin and acetamiprid were similar to
those of ivermectin, a semisynthetic analogue of the natural
compound avermectin. Ivermectin acts as a positive allosteric
modulator of mammalian α7 nAChRs (Krause et al., 1998;
Chatzidaki and Millar, 2015), increasing ACh-induced cur-
rents when it is used as a pretreatment (Krause et al., 1998).
In addition, we found that thiamethoxam transiently
inhibited ACh-induced currents, as previously demonstrated
with imidacloprid on human α4β2 receptors (Li et al., 2011).
Moreover, we demonstrated that thiamethoxam completely
blocked nicotine-induced current amplitudes demonstrating
that it acted as an antagonist of α7 nAChRs. Other studies,
using imidacloprid, clothianidin and thiacloprid, have al-
ready shown that imidacloprid and clothianidin potentiated
ACh responses, but thiacloprid attenuated the ACh-evoked
responses in a concentration-dependent manner when
coapplied with ACh (Toshima et al., 2008). These effects were
explained by an equilibrium two-site receptor occupation
model in which sequential occupation of the two agonist
binding sites by two different agonists greatly enhanced the
probability of opening the nAChR channel. If the potentia-
tion induced by clothianidin and acetamiprid could be ex-
plained by a similar mechanism, such an explanation would
not apply to the effects of combinations of neonicotinoids
which include thiamethoxam. Nevertheless, the agonist ef-
fect of the second-generation neonicotinoids such as
clothianidin and acetamiprid correlates well with the propo-
sition that these compounds have effects which differ from
those of imidacloprid.
Mixtures of neonicotinoids differ in their
modulation of ACh-induced current amplitudes
Eco-toxicological risk assessments and monitoring of agricul-
tural use of pesticides demonstrate that insecticides are rarely
present alone. Indeed, complex mixtures of insecticides
could be found in the environment due to adverse weather
events, such as stormwater run-off or to spray drift during ap-
plication. Thus, individuals would be exposed to mixtures of
environmental pesticides rather than to one pesticide. In ad-
dition, low concentrations of pesticide mixtures can cause
significant damage, similar to higher concentrations of indi-
vidual pesticides (Sultana Shaik et al., 2016). Here, we found
that clothianidin, acetamiprid and thiamethoxam, at the
same low concentration (10μM), differently modulated
A
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NIC TMX TMXNIC
B
300 nA
10 s
Figure 6
Effect of thiamethoxam on nicotine-induced currents. (A) In the left,
current induced by 100 μM nicotine. In the middle, 10 μM did not
induce current. In the right, inward currents induced by 100 μM nic-
otine are completely blocked when oocytes are pretreated with
10 μM thiamethoxam. (B) 10 μM nicotine (left) or thiamethoxam
(middle) did not induce currents. Pretreatment of oocytes with
10 μM nicotine did not enhance thiamethoxam-induced currents
(right). Each bar indicates when the compound is added.
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Figure 7
Decrease of ACh-induced currents after combined application of neonicotinoids. In each condition, in the left, current induced by 100 μMACh; in
the middle, combination of two neonicotinoids tested at 10 μM concentration; and in the right, pretreatment with mixture of neonicotinoids.
Pretreatment with 10 μMclothianidin (CLO) (A) and 10 μMacetamiprid (ACE) (A) with 10 μM thiamethoxam (TMX) significantly reduces currents
induced by 100 μM ACh. Similar reduction is found with combined application of 10 μM clothianidin with 10 μM acetamiprid (C). Histograms in
the right of the recording currents show the decrease of ACh-induced current amplitudes after pretreatment. In each histogram, data are mean-
± SEM of oocytes from 12 frogs. *P < 0.05, signficantly different as indicated. (D) Concentration–inhibition relationship illustrating the inhibition
of ACh currents (100 μM ACh) induced by pretreatment with 10 μM clothianidin with different acetamiprid concentrations. Data are plotted as
mean ± SEM of oocytes from 10 frogs. In each experimental condition, we used 120 oocytes per batch.
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ACh-induced current amplitudes. All combinations using
binary or the combination of the three neonicotinoids re-
duced ACh-induced current amplitudes, suggesting that
when the three neonicotinoids were used in combination,
they reduced ACh-evoked currents. Note that a strong modu-
latory effect was found using the combination of acetamiprid
with thiamethoxam. We proposed that these compounds
synergize the effect of ACh. Moreover, we suggested that
synergism leading to the reduction of ACh currents could
be due to the presence of thiamethoxam. In the case of bi-
nary combination between clothianidin and acetamiprid,
the reduction was associated with clothianidin rather than
acetamiprid, because clothianidin was known to be a me-
tabolite of thiamethoxam. Future studies will reveal to what
extent our findings could affect cholinergic neurotransmis-
sion in vivo.
Agonist effect of clothianidin and acetamiprid
associated with their chemical structure
Clothianidin and thiamethoxam possess a heterocyclic aro-
matic moieties coupled to a cyclic or an acyclic N-nitroimine
moiety, whereas acetamiprid possess an N-cyanoimine
moiety. It appears that the chemical structures of
clothianidin and acetamiprid give rise to the possibility to
bind as full agonists of insect neuronal nAChRs (Tan et al.,
2007; Thany, 2009) and partial agonists of mammalian
ACh
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Figure 8
Effect of the combination of the three neonicotinoids on ACh-
induced currents. Each neonicotinoid (clothianidin, CLO:
acetamiprid, ACE: thiamethoxam, TMX), is used at 10 μM and ACh
at 100 μM. ACh-induced currents are reduced after pretreatment.
Bars in the Figure indicate when compound is added. Current are
normalized with 100 μM ACh using the same oocyte. Histograms
showing the decrease of ACh-induced current amplitudes. Each his-
togram represents mean ± SEM of oocytes from 10 frogs. For each
experimental condition, we used 120 oocytes per batch. *P < 0.05,
signficantly different as indicated.
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Figure 9
Effect of ACh on neonicotinoid-induced currents. In the present
condition, oocytes are pretreated with 10 μM ACh before
coapplication with 100 μM neonicotinoids. Pretreatment with
10 μMACh significantly increases acetamiprid (ACE)/ thiamethoxam
(TMX) (A), clothianidin (CLO)/ thiamethoxam (B) and clothianidin/
acetamiprid/ thiamethoxam -induced current amplitudes (C). Each
histogram under the recording currents represents mean ± SEM of
oocytes from 10 frogs. In each experimental condition, we used
180 oocytes per batch. *P < 0.05, signficantly different as indicated;
NS, not significant. (D) Pretreatment with 10 μM ACh has no effect
on current amplitude after combined application of both 100 μM
clothianidin and ACE. Each bar in the Figure indicates when the com-
pound is added.
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neuronal nAChRs (Li et al., 2011), compared with
thiamethoxam. Thiamethoxam is a second-generation com-
mercial neonicotinoid that belongs to the thianicotinyl
sub-class (Maienfisch et al., 2001). As demonstrated in the
present study and several other publications, clothianidin
and thiamethoxam did not have a similar mode of action
on insect nAChR subtypes, even though thiamethoxam is
metabolized to clothianidin (Nauen et al., 2003; Ford and
Casida, 2006; Benzidane et al., 2010). Thus, although the ef-
fects of thiamethoxam are still a matter of debate, our results
would support the hypothesis that it can act on mammalian
nAChRs as an antagonist, which would be in agreement with
previous studies demonstrating that it was able to induce its
own toxic effect (Wellmann et al., 2004). Moreover, we found
that thiamethoxam partly blocked ACh-induced currents
and completely blocked nicotine currents. Based on our
studies and considering the chemical structure of
thiamethoxam, this selective action could be explained by
the nature of the α/α7 interfaces in the nAChR where the α
subunits provide five potential binding sites for agonists
(Papke, 2014; Dani, 2015) but with low affinity for nicotine
(Schapira et al., 2002; Dani, 2015). Therefore, it is reasonable
to propose that thiamethoxam would be a more potent an-
tagonist of nicotine-induced currents, than those induced
by ACh.
Working hypothesis: is it possible to suggest
that neonicotinoid insecticides could act as
allosteric modulators of neuronal nAChRs?
Neonicotinoids negatively affect pollinating insects, in sev-
eral ways, because they are present in the nectar and pollen
of plants after application (Bonmatin et al., 2003; Henry
et al., 2012; Rondeau et al., 2014; Sanchez-Bayo, 2014;
Simmons and Angelini, 2017). Due to their potential toxicity
to honey bees, imidacloprid, thiamethoxam and clothianidin
were extensively examined by the European Commission, in
terms of the effects of the currently authorized uses of these
substances as seed treatment and granules (see regulation
no. 485/2013). Electrophysiological studies demonstrated
that their toxic effects on bees were associated with their ago-
nist activity on insect neuronal nAChRs (Matsuda et al., 2001;
Thany et al., 2007). However, the actions of neonicotinoids
on mammalian nAChRs remain the subject of much debate
worldwide, in terms of their possible adverse effects on hu-
man health (Marfo et al., 2015; Sheets et al., 2016; Seltenrich,
2017). One relevant finding is that they are poor agonists of
mammalian nAChRs (Tomizawa and Casida, 2003). Al-
though the main focus of the present study was not allosteric
mechanisms, our results have led us to suggest that
neonicotinoids could act as allosteric modulators of mamma-
lian neuronal nAChRs. From our data, clothianidin and
acetamiprid could be positive allosteric modulators and
thiamethoxam could be a negative allosteric modulator. Our
hypothesis would be supported by the finding that
clothianidin or acetamiprid enhanced ACh-evoked currents
after pretreatment. However, as previously demonstrated
using the combination of several pesticides (Yi et al., 2012;
Taillebois and Thany, 2016), our results could be due to addi-
tive, synergistic or antagonist effects of the three
neonicotinoids with ACh, on the α7 nAChRs. Our data also
suggest that the three neonicotinoid insecticides have com-
plex effects on mammalian neuronal nAChRs. Thus, in the
light of previous data, it seems reasonable to suggest that
these neonicotinoids each differ in their ability to alter the
functional properties and binding of ACh to α7 nAChRs.
Nevertheless, for all three compounds studied here, our data
suggest that there is a strong interaction between the
neonicotinoids and ACh on rat α7 neuronal nAChRs, which
leads to a modulation of ACh-induced currents.
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Modulation de l’effet du dinotéfurane par la perméhtrine  
 
A. Présentation synthétique de l’article :  
 
Contexte : nous avons précédemment montré que les insecticides néonicotinoïdes étaient 
capables de moduler les nAChR d’insectes mais également de mammifères (Cartereau et al., 
2017). Dans cette étude nous nous somme intéressés à l’effet d’un autre type d’insecticides, les 
pyréthrinoïdes. A l’inverse des néonicotinoïdes, qui agissent sur les nAChR, les pyréthrinoïdes 
agissent sur les canaux sodiques voltage-dépendants des neurones en augmentant leur 
sensibilité à la dépolarisation et en prolongeant leur ouverture (Soderlund et al., 2002). Dans 
une étude récente, il a été montré que l’utilisation d’un mélange contenant de la CLO 
(néonicotinoïdes) et de la delthamétrine (pyréthrinoïdes) induisait une mortalité élevée chez les 
moustiques Anopheles gambiae, vecteurs du paludisme, et permettait ainsi de garder le contrôle 
sur les populations résistantes aux pyréthrinoïdes (Ngufor et al., 2017). Il a également été 
montré que les insecticides néonicotinoïdes DIN, CLO et TMX augmentaient la dépolarisation 
ganglionnaire et bloquaient les potentiels postsynaptiques excitateurs (PPSE) induits par la 
stimulation électrique du nerf XI (Thany, 2009, 2011). Ici nous nous sommes aussi intéressés 
à l’effet en combinaison de deux molécules insecticides, le DIN et la perméthrine (PERM), sur 
la transmission synaptique cholinergique ainsi que sur des neurones isolés issus des cellules de 
Kenyon et du sixième ganglion abdominal de la blatte Periplaneta americana. 
 
Objectifs : le but de ce travail était d’étudier le mode d’action combiné des pyréthrinoïdes et 
des néonicotinoïdes sur la transmission synaptique cholinergique ainsi que sur des neurones 
isolés exprimant des sous-types de nAChR de blatte. Ce travail a été intégré à une étude sur 
l’effet du Vectra 3D, un antiparasitaire contre les acariens ectoparasites. 
 
Conclusion : la combinaison des deux insecticides à faible concentration permet d’augmenter 
la dépolarisation ganglionnaire et d’inhiber l’activité du potentiel d’action ainsi que le PPSE du 
nerf XI. Nous supposons que l’effet observé sur l’activité pré-synaptique est lié à la PERM et 
l’effet post-synaptique au DIN. Sur les neurones isolés, l’effet de la combinaison est plus 
complexe. En effet, l’application du mélange augmente l’amplitude de la réponse, mais l’effet 
agoniste est inhibé par un prétraitement au DIN et à la PERM. Nous supposons que cet effet 
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serait associé à l’augmentation de l’activité des canaux sodiques des neurones isolés. Nous 
montrons également qu'une faible concentration de PERM est capable d'augmenter l'effet du 
DIN. 
B. Publication n°3 : Cartereau et al., 2018  
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A B S T R A C T
Insect resistance mechanisms against pesticides lead to the development and the search of new pesticide com-
binations in order to delay the resistance. The combination of neonicotinoids with pyrethroids was currently
proposed but the mode of action of these compounds at synaptic and extrasynaptic levels needs to be further
explored. In the present study, we evaluated the effect of the combination of two insecticides, permethrin and
dinotefuran, on cockroach cholinergic synaptic transmission and on isolated cell bodies. We first found that
combination of 5 μM permethrin and dinotefuran enhances depolarization of the sixth abdominal ganglion
compared to dinotefuran alone, without an inhibition of the spontaneous activity. However, a pretreatment with
1 μM dinotefuran or permethrin before bath application of the mixture inhibits the ganglionic depolarization.
Compared to permethrin, 1 μM dinotefuran induces a persistent enhancement of spontaneous activity.
Interestingly, at extrasynaptic level, using dorsal unpaired median neurons and Kenyon cells, we found that
combination of both 1 μM dinotefuran and permethrin resulted in an increase of the mixture-induced current
amplitudes. Pretreatment with 1 μM dinotefuran strongly decreases the currents whereas permethrin induces a
time-dependent inhibition. These data demonstrate that the combination of dinotefuran and permethrin en-
hances the effect of dinotefuran.
1. Introduction
The resistance of insects to insecticides represents a serious threat
for programs aimed at controlling and preventing their effects.
Considering this problem, there is a renewed interest in improving the
efficacy of the existing insecticides by combining those with different
modes of action to enhance insecticidal activity and to delay the de-
velopment of resistance (Darriet and Chandre, 2012; Guillen and Bielza,
2012; Taillebois and Thany, 2016). In this framework, several combi-
nations used pyrethroid and neonicotinoid insecticides to achieve ef-
fective control of resistant insect populations. Indeed, they remain the
most important and widely used classes of synthetic insecticides for
both agricultural applications and vector controls of animal and human
diseases (Jeschke et al., 2011). Neonicotinoids act as agonists of insect
neuronal nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) (Jeschke et al.,
2013; Thany, 2009; Tomizawa and Casida, 2003, 2005), they stimulate
synaptic transmission increasing excitatory activity (Buckingham et al.,
1997). Pyrethroids exert their effects by interacting with the voltage-
gated sodium channel, increasing its sensitivity to depolarization and
prolonging its opening by inhibiting the inactivation and deactivation
processes, thereby stabilizing the open state of the channel (Soderlund
et al., 2002). Thus, it was proposed that the combination of spinosad
with thiamethoxam and clothianidin, increased toxicity in spinosad-
resistant thrips strain. The effect of the combination was associated to a
possible interaction at the nAChRs (Guillen and Bielza, 2012). More-
over, it was demonstrated that the mixture containing permethrin, di-
notefuran and pyriproxyfen had anti-feeding and insecticidal efficacy
against Triatoma infestans, a vector of Trypanosoma cruzi (Tahir et al.,
2017), Ctenocephalides felis (Varloud and Fourie, 2015; Varloud et al.,
2015) and canis (Lienard et al., 2013) fleas that may transmit tapeworm
and bartonellosis. Similar efficacy of pyrethroid-neonicotinoid mixture
was found with the Anopheles gambiae. The mixture containing clothi-
niadin and deltamethrin induced high overall hut mortality and exiting
rates, providing prolonged control of malaria transmitted by pyrethroid
resistant Anopheles gambiae populations (Ngufor et al., 2017).
The physiological effect of pesticides was studied using the
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cholinergic synapse between the cockroach afferent giant interneuron
and the cercal nerve XI, localized in the sixth abdominal ganglion (A6),
well recognized and used as a model to study the pharmacology of
several compounds (Blagburn and Sattelle, 1987; Harrow et al., 1980;
Hill and Blagburn, 2001; Hue et al., 2007; Hue and Callec, 1990;
Sattelle et al., 1983). It was demonstrated that neonicotinoid in-
secticides dinotefuran, clothianidin and thiamethoxam increased
ganglionic depolarization and blocked the excitatory postsynaptic po-
tentials (EPSPs) evoked by electrical stimulation of the nerve XI (Thany,
2009, 2011) whereas co-exposure of permethrin and propoxur, a car-
bamate insecticide which blocked acetylcholinesterase activity, de-
creased EPSP amplitudes (Corbel et al., 2006). The mechanism leading
to the toxicity was explained by a general physiological perturbation
involving an increase in acetylcholine concentration at the synaptic
level (Corbel et al., 2006). However, despite that most of the afferent
excitatory fibers are carried in cercal nerve XI and the cholinergic
nature of the excitatory transmitter (Flattum and Shankland, 1971;
Pitman, 1985; Sattelle et al., 1983), few studies investigated the phy-
siological mechanisms leading to the toxic effect of the combination of
pyrethroids and neonicotinoids at synaptic and extrasynaptic levels.
In the present study, we investigated the mechanism of action of the
mixture composed of a pyrethroid, permethrin and a neonicotinoid,
dinotefuran on cockroach cholinergic synaptic transmission and iso-
lated neurons expressing nAChR subtypes. More precisely, we used
dorsal unpaired median (DUM) neurons which are neurosecretory cells
generating endogenous spontaneous action potentials (Grolleau and
Lapied, 2000) and mushroom body Kenyon cells involved in learning
and memory processes (Farris et al., 2004). We found that the mixture
increases ganglionic depolarization and ionic currents, suggesting that
permethrin enhances the excitatory activity and the agonist effect of
dinotefuran.
2. Materials and methods
2.1. Isolation of the sixth abdominal ganglion and the nerve XI
Adult male cockroaches Periplaneta americana were dissected and
opened along the longitudinal dorsal-median line as illustrated in Callec
et al. (Callec, 1974; Callec and Boistel, 1966; Callec and Sattelle, 1973).
A fine pair of forceps was used carefully to remove the alimentary canal
and overlying muscle and tracheae. The abdominal nerve cord, one
circus and the corresponding cercal nerve XI were isolated and im-
mediately flooded with saline solution (in mM) : NaCl, 208; KCl, 3.1;
CaCl2, 5.4; NaHCO3, 2; Sucrose, 26; pH adjusted to 7.4 with NaOH
(Buckingham et al., 1997; Thany, 2009). The preparation was then
removed and transferred to the recording chamber and continuously
superfuzed with a saline plus mannitol (87 g/l) solution. The disposi-
tion of the preparation within the chamber facilitated electrical sti-
mulation of the cercal nerve and allowed to preserve the EPSPs, the
action potentials and the postsynaptic polarization (Callec and Sattelle,
1973). EPSPs were evoked using electrical stimulation of cercal nerve
XI (Buckingham et al., 1997; Thany, 2009).
2.2. Electrophysiological recordings
2.2.1. Mannitol-gap recordings
Synaptic experiments were performed on the cercal nerve giant
interneuron synapses located within the cockroach A6, using the
mannitol-gap method pioneered by Callec (Callec and Sattelle, 1973;
Callec et al., 1980). Electrical events were recorded using extracellular
electrodes. A non-electrolyte medium (mannitol) was interposed be-
tween the recording sites (Callec et al., 1980). The main advantages of
this method were to preserve the recordings of the unitary or evoked
EPSPs and the postsynaptic polarization. Consequently, monitoring the
variations of excitatory postsynaptic potential amplitudes and/or po-
larization induced by drug application enables dose-response curves to
be recorded. Moreover, this set-up allows long-term experiments to be
performed and test solutions can be readily applied without any of the
technical problems associated with intracellular recording (Callec et al.,
1980).
The A6 was carefully desheathed to facilitate penetration of bath-
applied drugs. The recording electrodes were connected to the input of
high-impedance amplifier, whose outputs were passed to a numeric
oscilloscope (PCSGU250, Velleman instruments, France) and a com-
puter connected with Minidigidata 1B (Axon instruments, USA).
Variation of postsynaptic polarization was monitored on a chart re-
corder and the EPSPs were evoked by electrical stimulations of the
ipsilateral cercal nerve XI using a dual pulse stimulator (Campden 915,
USA). The mixture was applied during 3min under the same conditions
as previously published (Buckingham et al., 1997; Thany, 2009), with a
micropump fast perfusion (Harvard Apparatus) that produced a con-
stant solution exchange (500 μL/min). For pretreatment, all compounds
were bath-applied for at least 10min before a single application of the
mixture. Recordings were made at room temperature.
2.2.2. Patch clamp recordings
Permethrin and dinotefuran-induced currents were recorded using
the patch-clamp technique in the whole-cell recording configuration
under voltage-clamp mode. Membrane potential and input membrane
resistance were recorded under current-clamp mode. Ejection pipettes
and patch-clamp electrodes were pulled from borosilicate glass capil-
lary tubes (GC150T-10; Clark Electromedical Instruments Harvard
Apparatus, UK) using a P-97 model puller (Sutter Instruments, USA).
Patch pipettes had resistances ranging from 1 to 1.2MΩ when filled
with internal pipette solution (see composition below). The liquid
junction potential between extracellular and intracellular solutions was
always corrected before the formation of a gigaohm seal (> 1 GΩ).
Signals were recorded with an Axopatch 200 A (Axon instruments,
USA). Currents induced were displayed on a computer with software
control pClamp (version 10.0, Axon Instruments, USA) connected to a
digitizer (DIGIDATA 1322, Axon Instruments, USA). DUM neuron so-
mata were voltage-clamp at a steady-state holding potential of
−50mV. Experiments were carried out at room temperature
(20–22 °C).
2.3. Compounds
All compounds were provided by Ceva Santé Animale (France).
2.4. Statistical analysis
For statistical analysis, a nonparametric Mann-Whitney test was
employed, using Prism program (GraphPAD Software, San Diego, CA).
Dose-response curve was fitted to the following equation :
y=max / (1+10(logEC50)H)
where max is the maximum response obtained, EC50 is the concentra-
tion giving half the maximum response and H is the Hill slope. Data are
presented as the mean ± S.E.M using different concentrations of the
mixture on the same ganglion. Statistical analysis was expressed as
nonsignificant (NS) for p> 0.05 and significant for p<0.05.
3. Results
3.1. Effects of the permethrin and dinotefuran mixture on the sixth
abdominal ganglion
In a previous study, we demonstrated that 1mM dinotefuran ap-
plied in the sixth abdominal ganglion of the cercal afferent/giant in-
terneuron synapses induced a strong depolarization of postsynaptic
interneurons (Le Questel et al., 2011). Using the same experimental
A. Cartereau et al. 1HXURWR[LFRORJ\²
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conditions, we were interested to study the effects of the mixture of
dinotefuran and permethrin at low concentration. First, we compared
dinotefuran and permethrin effects at low concentration and found that
permethrin at 5 μM had no effect on ganglionic depolarization com-
pared to dinotefuran. The mixture containing both 5 μM permethrin
and dinotefuran increased significantly the ganglionic depolarization
compared to the effect of 5 μM dinotefuran alone. The amplitude of the
mixture evoked depolarization was 6.1 ± 0.5mV whereas we found
2.6 ± 0.2mV for dinotefuran alone (p < 0.05, n=12, Fig. 1A and B).
This result suggested that permethrin could enhance the agonist effect
of dinotefuran in the cockroach sixth abdominal ganglion. However, 5
μM permethrin completely blocked spontaneous background activity
Fig. 1. Actions of 5 μM permethrin or dinotefuran on the sixth abdominal
ganglion. (A) Example of 5 μM permethrin (PERM), 5 μM dinotefuran (DIN) and
the mixture effects on the cercal afferent giant interneurons. The bars indicate
3 min bath application of the compound. Note that, 5 μM dinotfuran induces a
ganglionic depolarization compared to permethrin. (B) Histogram showing the
effect of 5 μM permethrin or dinotefuran and the mixture on ganglionic de-
polarization. Data are mean ± S.EM. Each bar represents n= 12 experiments.
* p < 0.05. (C and D) Spontaneous background activity (Unitary excitatory
postsynaptic potential) recorded during the rising phase of depolarization
under 5 μM permethrin (C) or 5 μM dinotefuran (D). In each case, upper trace
represents before application of the compound, middle the effect during 3min
bath application and the lower trace during washout. Note that no background
activity was observed during bath application of 5 μM permethrin.
(caption on next page)
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(unitary excitatory post synaptic potentials) whereas dinotefuran in-
creased spontaneous activity (Fig. 1C and D). Furthermore, at this
concentration, permethrin and dinotefuran had no effect on the EPSPs
evoked by electrical stimulation of the nerve XI recorded at the max-
imum ganglionic depolarization (Fig. 2A and B). The corresponding
data are reported in Table 1. Successive applications of the mixture
using the same ganglion resulted in dose-dependent depolarization of
postsynaptic interneurons (Fig. 2C). Because these compounds acted on
different receptors which differently affected cholinergic synaptic
transmission, we suggested that pretreatment with low dose permethrin
could modulate the agonist effect of the mixture consistent with an
inhibitory action on presynaptic sodium channels resulting to a de-
crease of the ganglionic depolarization. Thus, because cockroach sy-
napses expressed a high affinity binding site for dinotefuran (Miyagi
et al., 2006), we suggested that the mixture could interact competi-
tively with dinotefuran binding sites, resulting to a reduction of the
ganglionic depolarization. When synapses were pretreated with 1 μM
permethrin or dinotefuran, the mixture-induced depolarization was
30% less with 1 μM permethrin (p < 0.05, n=12, Fig. 2D and E) and
58% less with 1 μM dinotefuran, compared to the effect of the mixture
alone (p < 0.05, n=12, Fig. 2D and E). Note that 1 μM permethrin or
dinotefuran did not induce a ganglionic depolarization (Fig. 2D). These
data confirmed that pretreatment with permethrin or dinotefuran re-
duced the mixture-induced ganglionic depolarization. Moreover, we
also found that bath application of the mixture induced an increase of
the spontaneous background activity (Fig. 3A). But, pretreatment with
1 μM permethrin had no significant difference. The frequency of action
potentials was not significantly different compared to the effect with
the mixture alone (Fig. 3B). Interestingly, the frequency of action po-
tentials increased strongly when the synapse was pretreated with 1 μM
dinotefuran (Comparing before and during mixture application, the
percent of spike was increased to 47% under pretreatment with 1 μM
dinotefuran) and the effect was persistent during the time-scale before
and after mixture application (Fig. 3C). The increase represented
31.6 ± 1.8% of the total background activity under pretreatment with
1 μM dinotefuran (Fig. 3D).
Fig. 2. Effect of 5 μM permethrin or dinotefuran on excitatory postsynaptic
potential recorded after electrical stimulation of the nerve XI. (A) Effect of 5 μM
permethrin (PERM). (Aa) Before bath application of 5 μM permethrin. (Ab)
During bath application of 5 μM permethrin, stimulation of the nerve XI evoked
excitatory postsynaptic potential. The decrease was not significantly different
compared to control condition (See Table 1). (Ac) Recording of excitatory
postsynaptic potential during washout. (B) Effect of 5 μM dinotefuran on ex-
tatory postsynaptic potential. (Ba) recording before bath application of 5 μM
dinotefuran. (Bb) Recording under 3min application of the compound. (Bc) The
effect was reversed after 20min washout. (C) Dose-response curve recorded
using successive applications of the mixture using the same ganglion. Responses
are normalized to the maximum response and fitted to the Hill equation de-
scribes in materials and methods section. (D) Effect of 1 μM permethrin (PERM)
or 1 μM dinotefuran (DIN) on ganglionic depolarization. Note that at this
concentration permethrin and dinotefuran did not induce ganglionic depolar-
ization. (E) Pretreatment of the sixth abdominal ganglion with 1 μM permethrin
(PERM) or 1 μM dinotefuran (DIN). In each case, data are mean ± S.E.M of 12
experiments. * p < 0.05.
Table 1
Effect of 5 μM permethrin or dinotefuran on excitatory postsynaptic potential
recorded after electrical stimulation of the nerve XI. In each experimental
condition (Permethrin or dinotefuran), identical letters indicate no significant
difference (p < 0.05). Data are expressed as mean ± S.EM.
5 μM Permethrin 5 μM dinotefuran
Control 4.6 ± 0.8mV a 4.7 ± 0.5 mV b
During application 4.2 ± 0.5mV a 5.0 ± 0.6 mV b
Washout 5.1 ± 0.3mV a 4.6 ± 0.4 mV b
Before
during
Washout
Before
during
Washout
1 mV
200 ms
Pretreatment 1 μM DIN
Control condition
1 mV
200 ms
a
a
a a
b
Before
during
Washout
1 mV
Pretreatment 1 μM PERM
Fig. 3. Effect of the mixture containing 5μM dinotefuran and 5 μM permethrin
on background spontaneous activity after pretreatment with 1 μM dinotefuran
or permethrin. (A) Effect of the mixture on excitatory background activity re-
corded at the maximum ganglionic depolarization. (Aa) Before the application
of the mixture (upper trace) no spontaneous background activity was observed.
Middle trace: spontaneous background activity during bath application of the
mixture. Lower trace: the background activity stopped when the depolarization
ceased. (B) Pretreatment with 1 μM permethrin. Upper trace: before application
of the mixture, no background activity was found. Middle trace: Under pre-
treatment of 1 μM permethrin (PERM). Application of the mixture induced a
background activity which ceased during washout (lower trace). (C) The
terminal abdominal ganglion was pretreated with 1 μM dinotefuran. Upper
trace: background activity was observed before application of the mixture,
during pretreatment. Middle trace: during application of the mixture, we found
a strong increase of background activity. Lower trace: background activity was
persistent during washout. (D) Histograms of the percentage of total excitatory
background activity. A different letter in the histogram indicates a significant
difference (p < 0.05). Data are mean ± S.E.M of at least n= 12 experiments
in each condition.
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We then evaluated the effect of the mixture on EPSPs evoked after
electrical stimulation of cercal nerve XI at the maximum ganglionic
depolarization. When the ganglion was superfuzed with standard saline
solution (Control condition) for 3min, an evoked EPSP was recorded
after electrical stimulation of the cercal nerve XI. The mean amplitude
was 4.8 ± 0.6mV. When the ganglion was superfuzed with the mix-
ture, the EPSP was completely blocked. If the ganglion was washed with
standard saline solution for 10min, the EPSP returned to normal values
of 5.3 ± 0.3 mV. No significant difference was found compared to the
EPSP recorded before application of the mixture (p > 0.05, n=12,
Fig. 4A). Fig. 4B and C show recordings under pretreatment with 1 μM
dinotefuran or permethrin. Pretreatment with 1 μM dinotefuran in-
duced a blocking of EPSP which was not reversible 10min after
washout whereas the effect with 1 μM permethrin was reversible under
the same conditions (Fig. 4B and C). The quantitative study of this
blocking effect of dinotefuran and permethrin is reported in Table 2.
3.2. Effects of the mixture on isolated cell bodies expressing nicotinic
receptor
We have demonstrated that the permethrin and dinotefuran mixture
induced an increase of ganglionic depolarization and inhibited EPSPs
evoked by electrical stimulation of the nerve XI at the maximum
Fig. 4. Effects of the mixture on excitatory postsynaptic potentials obtained
after electrical stimulation of the nerve XI after pretreatment of the sixth ab-
dominal ganglion with 1 μM dinotefuran or permethrin. (A) The effect of the
mixture was first recorded using saline solution (Control condition).
Application of the mixture completely blocks the EPSP recorded after electrical
stimulation of the nerve XI. No effect was found before application of the
mixture and during washout. (B) Before pretreatment with 1 μM dinotefuran,
we obtained excitatory postsynaptic potentials after electrical stimulation of the
nerve XI (upper trace), during application of the mixture excitatory post-
synaptic potential are blocked (middle trace). The effect is not reversible 10min
after washout (lower trace). (B) Similar method is used with 1 μM permethrin
pretreatment. We found the same blocking of the excitatory postsynaptic po-
tential during application of the mixture (middle trace) but compared with
pretreatment with 1 μM dinotefuran, the effect is reversible (lower trace).
Table 2
Effect of the mixture on excitatory postsynaptic potential recorded under pre-
treatment with 1 μM permethrin (PERM) or dinotefuran (DIN). Dara are
mean ± S.E.M. of n= 12 experiments in each condition. Identical letters in-
dicate no significant difference.
Control Pretreatment 1 μM
PERM
Pretreatment 1 μM
DIN
Before 4.8 ± 0.6mV a 5.1 ± 0.5 mV a 5.2 ± 0.4mV a
Mixture
application
0 0 mV 0
Washout 5.3 ± 0.3mV a 0 mV 4.9 ± 0.8mV a
Fig. 5. Currents recorded on nicotinic acetylcholine receptors expressed on
cockroach DUM neurons. (A) Example of currents induced by 1 μM dinotefuran
(Aa) or the mixture (Ab) of both 1 μM permethrin and dinotefuran. (B) Effects
of 5min pretreatment with 1 μM permethrin (PERM). (Ba) Typical example of
the mixture-induced currents under control condition and after 5min pre-
treatment with 1 μM permethrin. (Bb) Histograms summarize the effect of the
pretreatment on the mixture-induced current amplitudes. No significant dif-
ference was found. In each case, n= 12 cells. NS: no significant (p > 0.05). (C)
Pretreatment of the cells with 1 μM dinotefuran (DIN). (Ca) Currents recorded
after application of the mixture. Note that pretreatment with 1 μM permethrin
induces a strong decrease of the mixture-induced current amplitudes. (Cb)
Histograms represents the decrease of current amplitudes after pretreatment
with 1 μM dinotefuran. In each case, histograms are represented as
mean ± S.EM. of n= 12 cells. * p < 0.05. MIX : mixture; PERM: permethrin
and DIN: dinotefuran. Arrows indicate 300ms pulse duration of the mixture.
Currents are recorded at −50mV holding potential.
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ganglionic depolarization. The effect of the mixture was significantly
higher to the one of dinotefuran alone, suggesting that permethrin
could enhance dinotefuran effect. We hypothesized that this effect was
not specific to the synapses between cercal afferent and giant inter-
neurons and could be observed on isolated neurons such as DUM
neurons, isolated from the same sixth abdominal ganglion. Thus, we
used a mixture of both 1μM dinotefuran and permethrin. Under the
same conditions, as expected, permethrin enhanced the agonist effect of
dinotefuran. We found that application of the mixture strongly induced
an inward current of -0.58 ± 0.03 nA compared to currents induced by
1 μM dinotefuran (-0.21 ± 0.01 nA, p < 0.05, n=18 cells, Fig. 5A).
We then evaluated the effect of cells pretreatment during 5min with 1
μM permethrin or dinotefuran. No significant change of the mixture-
induced current amplitudes was observed when cockroach DUM neu-
rons were pretreated during a short term delay with 1 μM permethrin
(p > 0.05, n= 12, Fig. 5B). Nevertheless, we found a strong decrease
of the mixture-induced currents after 5min pretreatment with 1 μM
dinotefuran. Indeed, 1 μM dinotefuran significantly reduced the cur-
rents induced by the mixture to -0.12 ± 0.02 nA (p < 0.05, n=12,
Fig. 5C). These data seemed to suggest that dinotefuran may interact
with the mixture on cockroach nAChRs expressed on DUM neurons.
Thus, in both cases, the effect of the mixture and dinotefuran were
sensitive to nicotinic acetylcholine receptor antagonist mecamylamine
(Data not shown). Moreover, when cells were treated for a long period
with 1 μM permethrin, the current amplitudes decreased strongly and
no effect on current amplitudes was observed if 1 μM dinotefuran was
applied during the decrease (Fig. 6A). Using the same method, we
found that the decrease of the mixture-induced currents could be re-
versed after bath application with 1 μM permethrin (Fig. 6B). These
data suggested that dinotefuran had a direct and rapid effect on current
amplitudes. Interestingly, similar effect was not found with cockroach
Kenyon cells. Indeed, despite the fact that the mixture induced an in-
crease of current amplitudes (The mean current amplitude was
-208.7 ± 0.3 pA for the mixture and -82 ± 0.07 pA for dinotefuran at
−50mV holding potential, Fig. 7A and B), pretreatment with 1 μM
permethrin or dinotefuran revealed that 1 μM permethrin had no effect
on current amplitudes (Fig. 8A and B). 1 μM dinotefuran reduced to
82% the mixture-induced current amplitudes (p < 0.05, n=12,
Fig. 8C and D). In all cases, we found that the kinetics of the mixture
evoked currents were affected after pretreatment with both 1 μM per-
methrin or dinotefuran.
4. Discussion
4.1. Effects of the mixture containing pyrethroids and neonicotinoids
In the present study, the cockroach cholinergic synaptic transmis-
sion was used to evaluate the effect of the permethrin and dinotefuran
combination at low concentration. First, we found that the combination
of low concentration permethrin and dinotefuran increased ganglionic
depolarization, inhibited the spontaneous background activity and the
EPSPs. The effect of the mixture at synaptic level could be explained by
an action of permethrin on sodium channels. At the presynaptic level,
permethrin bound to sodium channels and counteracted the excitatory
effect of dinotefuran resulting to an inhibition of the background ac-
tivity. Indeed, the effect of permethrin on background activity was
consistent with previous data demonstrating that low permethrin con-
centration inhibited spontaneous activity of cockroach presynaptic
cercal mechanoreceptors (Corbel et al., 2006) and cholinergic mini-
synaptic current in projection neurons of the drosophila dorsal antennal
lobe glomeruli (Yan et al., 2011). This hypothesis could explain the
finding that pretreatment with dinotefuran resulted to an enhancement
of the spontaneous activity whereas permethrin inhibited the activity.
Our point of view is consistent with the previous observation that
permethrin blocked cholinergic transmission at the cercal-afferent
giant-interneuron synapses (Hue and Mony, 1987). Moreover, we
hypothesized that the mixture effect resulted to both presynaptic ac-
tivity of permethrin and postsynaptic activity of dinotefuran. For in-
stance, pretreatment with permethrin could increase the depolarizing
effect of permethrin, reducing the sensitivity of sodium channels and
resulting to a decrease or an inhibition of background activity whereas
pretreatment with dinotefuran will strongly increase the effect of the
mixture on postsynaptic nAChRs.
The mode of action of the mixture on isolated cell bodies appears
more complex. Combination of both compounds enhanced the mixture-
induced current amplitudes compared to dinotefuran alone. The agonist
effect induced by the mixture was reduced after pretreatment with di-
notefuran whereas permethrin had a time-dependent effect. We
Fig. 6. Time-dependent effect of the mixture during bath application of 1 μM
permethrin or dinotefuran. (A) Mixture was continuously bathed with 1 μM
permethrin, resulting to a decrease of mixture-induced currents. The current
amplitude continuously decreases despite application of 1 μM dinotefuran
(DIN). (B) The effect of the mixture under application of 1 μM dinotefuran
(DIN) was reversed if we apply 1μM permethrin. Data are mean ± S.E.M. Each
point represents n= 12 cells.
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suggested that the effect of the mixture could be associated to a de-
crease of sodium channel activity. In particular, permethrin may acti-
vate sodium channels leading to a membrane depolarization and an
increase of sodium ions in the cell. This increase is counterbalanced by
a Na+/Ca2+ exchanger and Ca2+ entry through nAChRs activated by
dinotefuran. The combined action of permethrin and dinotefuran and
intracellular Ca2+ flux increases the mixture-induced current ampli-
tudes. Indeed, we recently demonstrated that neonicotinoid insecticide
effect, such as clothianidin is associated with an increase of in-
tracellular calcium (List et al., 2014). Low Ca2+ increase leads to a low
clothianidin-induced current amplitude whereas increasing in-
tracellular Ca2+ induces higher currents (List et al., 2014). We suspect
that joint activity of Na+/Ca2+ exchanger and nAChRs could enhance
intracellular Ca2+ concentration. Secondly, pretreatment with perme-
thrin induces a failure in depolarizing the membrane, leading to a de-
crease of Na+ influx, consequently no Ca2+ entry (or strong Ca2+
entry) which results to a decrease of the mixture-induced current am-
plitudes. This mechanism could explain the finding that permethrin
effect is time-dependent compared to dinotefuran which had a rapid
effect.
4.2. Synergism between pyrethroids and neonicotinoids insecticides as a
strategy against insect pest
The development of resistance to pyrethroids and neonicotinoids
lead to the use of pesticide combinations for the control of arthropod
pests and vector-borne diseases. In particular, it is expected that the
combination will shift the evolution of resistance, reducing the con-
centration used and increasing the potential of each compound. This
strategy may limit environmental effect of pesticides. Moreover, it
could help to increase the specificity of some mixtures against insect
pests avoiding or limiting negative effects against useful insects. This is
an important area for future studies and successful management of pest
populations. In this context, combinations between pyrethroids and
neonicotinoids were investigated with the challenge to identify the best
combination (Taillebois and Thany, 2016; Yu et al., 2016). For ex-
ample, the neonicotinoid, dinotefuran and pyrethroid, permethrin used
in this study, were previously applied to commercialize the VECTRA
3D, an ectoparasiticide combining three active ingredients (dinote-
furan, permethrin and pyriproxyfen) against Stegomyia albopicta mos-
quitoes (Tahir et al., 2017). VECTRA 3D revealed a significant anti-
feeding and insecticidal efficacy against S. albopicta. According to the
data reported in the present study, we propose that permethrin con-
centration in the mixture helps to increase the agonist effect of dino-
tefuran. The efficacy of the mixture is associated with the finding that in
addition to their effect on sodium channels and nAChRs, permethrin
and dinotefuran have a shift in their mode of action. Our future in-
vestigations will be to test other combinations of pyrethroids. We pre-
viously demonstrated that the mixture of deltamethrin and acetamiprid
increased the toxicity of each compound against the pea Aphid Acyr-
thosiphon pisum (Taillebois and Thany, 2016). We hypothesize that type
I and type II pyrethroids could have different effects because it was
proposed that they have different toxicity (Breckenridge et al., 2009).
In conclusion, we designed this study to evaluate the mode of action
of pyrethroids and neonicotinoids at synaptic and extrasynaptic levels.
We demonstrated that low permethrin concentration was able to in-
crease dinotefuran effect. Our results and previous data give us first
insight into the molecular mechanisms of these compounds at low doses
which is of great interest for safe applications of pesticides.
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Fig. 7. Effect of dinotefuran, permethrin and the mixture on cockroach nAChRs
expressed on Kenyon cells. (A) Currents induced by 1 μM dinotefuran (DIN), 1
μM permethrin (PERM) and the mixture (MIX) of 1 μM permethrin and 1 μM
dinotefuran. Arrows indicate 300ms pulse (15 psig) duration. (B) Histograms
illustrating the effects of the mixture and of each compound on cockroach
Kenyon cells. In each case, data are mean ± S.E.M. of 12 cells. * p < 0.05.
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Etudes des récepteurs nicotiniques de la blatte Periplaneta americana en 
système hétérologue à partir d’extraits de membrane 
 
A. Introduction : 
 
Dans la continuité de nos travaux sur la caractérisation des nAChR chez la blatte P. 
americana, nous avons souhaité développer en parallèle la technique de double micro-électrode 
à partir d’extraits de membranes issues du système nerveux de la blatte. Cette technique avait 
été préalablement mise au point par Miledi et ses collaborateurs (Miledi et al., 2002). Le but de 
leur étude était de voir si l’ovocyte de xénope pouvait exprimer des récepteurs fonctionnels 
d’un autre organisme sans injecter les acides nucléiques correspondant. Ils ont montré qu’en 
quelques heures, les membranes injectées sont capables de fusionner avec la membrane 
plasmique de l'ovocyte, permettant ainsi la caractérisation fonctionnelle des récepteurs. Cette 
méthode présente un avantage important car elle permet d'étudier les récepteurs fonctionnels 
dans leur environnement lipidique (Miledi et al., 2004). Miledi et ses collaborateurs ont ainsi 
montré que les récepteurs à l’ACh et les canaux chlores (Cl-), obtenus à partir d’électroplaques 
de torpille, pouvaient être transplantés dans les membranes d’ovocytes (Marsal et al., 1995, 
Morales et al., 1995). Par la suite, cette technique de « microtransplantation » a été réalisée 
chez plusieurs mammifères, notamment avec des tissus humains (Miledi et al., 2002) et des 
lignées cellulaires de rat (Palma et al., 2003). Récemment Crespin et ses collaborateurs ont 
adapté cette technique pour étudier les récepteurs du puceron, Acyrthosiphon pisum. Grâce à 
un marquage utilisant l’⍺-Bgt fluorescente, ils ont pu confirmer la présence de récepteurs 
α- Bgt-sensibles au sein des préparations membranaires (Crespin et al., 2015). Cependant, 
même si la membrane environnante est d’origine et que les modifications post-traductionnelle 
ont eu lieu, les récepteurs : somatique, synaptique, sont sans doute mélangés à des récepteurs à 
l’acétylcholine de type muscarinique. 
Nous avons adapté cette méthode sur des extraits de membranes issues de la blatte P. 
americana afin d’étudier les propriétés pharmacologiques des récepteurs nicotiniques 
neuronaux. Les résultats préliminaires présentés ici montrent que la transplantation 
fonctionnelle de nAChR natifs à partir d’extraits de membranes issues de la blatte P. americana 
est possible en ovocyte de xénope. A partir de ces données, nous avons pu étudier le mode 
d’action des insecticides néonicotinoïdes et la modulation des courants nicotiniques. 
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B. Matériel et méthode :  
 
1. La blatte Periplaneta americana 
 
La blatte P. americana est un insecte appartenant la famille des Blattidae (Figure 22). Les 
individus utilisés pour cette étude proviennent de l’élevage du laboratoire. Ils sont élevés à 29°C 
avec une photopériode de 12 heures jours et 12 heures nuits. Afin de maintenir l’élevage et 
d’être en accord avec les études menées antérieurement sur les neurones issus du sixième 
ganglion abdominal, seuls les mâles ont été utilisés (Taillebois et Thany 2016 ; Salgado et al., 
2016 ; Sun et al., 2017). Le système nerveux central de la blatte est constitué d’une chaîne 
nerveuse se trouvant en position ventrale et médiane (Niven et al., 2008). Cette chaîne est 
composée de ganglions qui peuvent être classés en 4 types selon leurs positions anatomiques : 
les ganglions cérébroïdes, sous-œsophagiens, thoraciques et abdominaux (A1 à A6 ou dernier 
ganglion abdominal) (Figure 22). Les 80 chaînes nerveuses nécessaires à l’étude ont été 
disséquées et congelées dans l’azote liquide afin que les protéines ne soient pas dégradées. 
  
Figure 22 : La blatte P. americana est un insecte de la famille des Blattidae (A) Présentation 
d’une blatte Periplaneta americana vue du dessus. (B) Le système nerveux et les différents 
ganglions qui le compoe : cérébroïdes et sous-oesophagien (en gris), thoraciques (en rose), 
abdominaux (en bleu) et le dernier ganglion où l’on trouve les DUM neurones (en vert) 
(modifié d’après Nivens et al., 2008). 
Ganglions cérébroïdes (cerveau) 
Ganglions sous-oesophagiens 
Ganglions thoraciques 
Ganglions abdominaux 
A B 
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1.1. Préparation des membranes 
 
La première étape consiste à broyer les chaînes nerveuses dans du tampon d’extraction 
(TE) : 50 mM Tris-HCl, 1 mM EGTA, 3 mM EDTA, inhibiteur de protéase (Crespin et al., 
2015). Pour cela, les chaînes nerveuses sont réparties dans deux tubes avec un volume 
équivalent. Elles sont ensuite broyées dans du TE grâce à un agros-pellet (Argos Technologies, 
Cat. No. A0001), pendant 1 min puis laissées au repos pendant 2 min afin d’éviter le 
réchauffement des protéines, causé par le broyage. Cette étape de broyage est réalisée 3 fois de 
suite et est suivie d’une centrifugation de 1 500 rpm à 4°C pendant 1 min. Les étapes de broyage 
et de centrifugation sont réalisées deux fois dans les mêmes conditions. Le surnageant obtenu 
est centrifugé dans une ultracentrifugeuse à 15 000 rpm pendant 70 min (Beckman rotor Ti 41). 
A l’issue de cette centrifugation, un gradient de sucrose est réalisé. Cela permet d’augmenter la 
densité des protéines membranaires incluant les nAChR (Crespin et al., 2015). Le surnageant 
est éliminé et le culot re-suspendu dans du sucrose 20%. La solution obtenue est déposée 
délicatement sur une solution de sucrose 50% puis le tube est mis à centrifuger pendant 2h45 à 
30 000 rpm. La fraction membranaire se situe à l’interface des deux solutions de sucrose. Une 
fois les protéines récupérées elles sont de nouveau centrifugées avec du TE puis du tampon 
glycine (5 mM) afin d’éliminer le sucrose potentiellement présent. Les protéines sont 
finalement diluées dans un tampon glycine et stockées à -80°C (Miledi et al., 2004 ; Eusebi et 
al., 2009) (Figure 23). 
 
1.2. Quantification des protéines : test de bradford 
 
La concentration en protéines membranaires obtenues à l’issue de l’extraction est 
déterminée grâce à un test de bradford (Quick Start™ Bradford Protein Assay, Bio-rad). Le 
principe est de comparer des valeurs colorimétriques, basées sur un changement d’absorbance 
des échantillons, avec ceux d’une gamme étalon préalablement réalisée. Les protéines 
membranaires sont mises en présence de bleu de Coomassie, qui change de couleur après la 
liaison avec les acides aminés présents dans les protéines, révélant ainsi la concentration 
protéique. La préparation membranaire de tissu de blatte a donné une quantité protéique de 1,2 
mg/mL. 
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Centrifugation 1 500 rpm, 4°C, 1 min 
Récupération des surnageants 
Ultracentrifugation 15 000 rpm, 4°C, 1h 10 min 
Récupération du culot et resuspension dans du TE 
Ultracentrifugation 30 000 rpm, 4°C, 2 heures 45 min 
Récupération du culot et resuspension dans du sucrose 20 % 
Récupération des protéines d’intérêts 
Ultracentrifugation dans du TE et tampon glycine 
Reprise des protéines dans du tampon glycine 
Stockage à -80°C 
 Insertion de 40 chaînes nerveuse de blatte 
Série de 3 broyages (1 min puis 2 min de repos) 
Ces étapes sont 
réalisées 2 fois 
Figure 23 : Schéma des différentes étapes pour réaliser l’extraction de récepteur natif de la 
blatte, Periplaneta americana. 
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1.3. Expression en système hétérologue : injection dans les ovocytes de xénope 
 
Les ovocytes de stade V et VI sont issus de femelle Xenopus laevis provenant du CRB Xenope 
de Rennes. Après réception, les ovocytes sont maintenus à 4°C dans une solution saline 
(solution oocytes saline, SOS) contenant : 100 mM de NaCl, 2 mM de KCl, 1 mM de MgCl2, 
1,8 mM de CaCl2, 5 mM HEPES, ajustée à pH 7,5 et supplémentée avec de la penicilline (100 
U.mL-1 ), de la streptomycine (100 mg.mL-1), de la gentamycine (50 mg.mL-1) et du pyruvate 
de sodium (2,5 mM). Avant injection, les ovocytes sont défollicularisés manuellement à l’aide 
d’une solution enzymatique préparée à partir de SOS sans calcium, qui contient 2 mg.mL-1 de 
collagénase IA (Sigma, France) et 0,8 mg.mL-1 d’inhibiteur de trypsine (Cartereau et al., 2017). 
Les protéines membranaires sont injectées (≃ 1 mg.mL-1) au niveau du pôle végétatif de 
l’ovocyte (Eusebi et al., 2009) à l’aide d’un nano-injecteur (Nanoject II, Drum- mond Scientific 
Company). Les ovocytes sont ensuite mis à incuber pendant 24h à 18°C. 
 
1.4.  Mesure d’électrophysiologie 
 
L’étude fonctionnelle des récepteurs est réalisée grâce à la technique de double micro-
électrode en potentiel imposé (amplificateur DAGAN TEV-200A). Le principe est de mesurer 
l’activité du récepteur grâce à deux micro-électrodes remplies de KCl 3M et dont la résistance 
est comprise entre 0,2 et 5 MΩ. Les ovocytes sont placés dans une chambre d’enregistrement 
et soumis à un potentiel de -60mV. Le système d’application des solutions est un système de 
perfusion par gravité qui diffuse en permanence du SOS. Pour obtenir les courbes doses-
réponses, nous avons appliqué les molécules durant 10 sec avec un rinçage de 5 à 10 min entre 
chaque enregistrement. Pour évaluer la modulation induite par les insecticides néonicotinoïdes 
sur les courants de NIC ou d’ACh, les composés sont co-appliqués directement avec l’ACh et 
la NIC pendant 10 sec. Les données expérimentales sont numérisées grâce à une interface 
Digidata1322A (Molecular Devices, Union City, CA, USA) puis analysées avec le logiciel 
Clampfit (Molecular Devices, Union City, CA, USA). Tous les composés testés sont dilués 
dans le SOS. Les valeurs d’EC50 ont été déterminées grâce au logiciel GraphPad Prism (CEO, 
San Diego, Californie).  
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Résultats préliminaires 
 
Après avoir établi la présence de protéines dans la préparation membranaire, nous avons testé 
le protocole de microtransplantation. Un volume de 50,6 nl de préparation membranaire a été 
injecté dans les ovocytes de xénope pour une concentration finale en protéines de 60,7 
ng/ovocyte. Les membranes, qui portent les nAChR natifs, sont supposées former de petites 
vésicules liées entre elles, fusionnées à la membrane de l’ovocyte (Limon et al., 2008). 
Pour voir si les récepteurs présents dans les membranes de la blatte sont fonctionnels nous 
avons testé l’effet de l’ACh et de la NIC. Les réponses obtenues sont de - 236, 33 ± 57, 88 nA 
et -173, 6 ± 38, 99 nA, pour l’ACh et la NIC, respectivement (Figure 24). Ces résultats valident 
l’expression fonctionnelle des récepteurs natifs en ovocyte. Nous avons également étudié l’effet 
des néonicotinoïdes sur ces récepteurs (10 s d’application) (Figure 25). Les amplitudes induites 
par la CLO et le TMX sont concentrations-dépendantes avec des EC50 de 0,13 mM pour la 
CLO, 0,68 mM pour l’ACE et 0,04 mM pour le TMX (Figure 25). 
 
Nous avons ensuite étudié la modulation induite par les insecticides néonicotinoïdes sur les 
courants activés suite à l’application de l’ACh ou de la NIC 1 mM. Nous avons utilisé des 
faibles concentrations de néonicotinoïdes (10 µM). Les résultats préliminaires montrent que la 
co-application de 1mM ACh en présence de 10 µM TMX ou d’ACE entraîne une diminution 
de la réponse induite par l’ACh. Cette diminution de l’amplitude du courant de 44,39 ± 4,55 % 
pour le TMX et de 40,8 ± 8,6% pour l’ACE. La CLO ne semble avoir aucun effet sur 
l’amplitude du courant induit par l’ACh (Figure 26). Ces résultats suggèrent que les 
néonicotinoïdes ont des effets différents. Ils sont capables de moduler la réponse induite par 
l’ACh et la NIC. En revanche, les résultats obtenus révèlent une légère augmentation non 
significative de l’amplitude du courant lorsque la NIC est co-appliquée avec la CLO et l’ACE 
(Figure 27). De même, le TMX ne module pas la réponse induite par la NIC. Ces résultats 
montrent que malgré leur structure chimique commune, les trois insecticides néonicotinoïdes 
n’agissent pas de la même manière sur les courants d’ACh et de NIC.  
 
Nous avons également étudié l’effet inverse, c’est à dire l’effet de la NIC et de l’ACh (10 µM) 
sur la réponse induite par les néonicotinoïdes (1mM). Les résultats montrent que ni l’ACh, ni 
la NIC ne sont capables de moduler l’amplitude des courants induits par les néonicotinoïdes 
(Figure 28). 
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Figure 24 : Courants induits par l’application (10 s) de l’ACh et de la Nic à 1mM sur les 
récepteurs natifs de la blatte P. americana exprimés en ovocyte de xenope. 
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Figure 25 : Courbe dose réponse obtenue pour l’ACh, la NIC, le TMX, la CLO et l’ACE. 
La CLO (●) agit comme un super agoniste alors que l’ACE (●) et le TMX (●) agissent 
comme des agonistes partiels. 
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Figure 26 : Effet des néonicotinoïdes à faible concentration sur la réponse induite par l’ACh. 
Le contrôle correspond à l’application de l’ACh 1mM pendant 10 s. L’amplitudes des 
courants est normalisée par rapport au I moyen de l’ACh obtenue dans chaque condition. 
(Les données présentées sont préliminaires et le manque de réplicats ne permet pas de faire 
des tests statistiques).  
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Figure 27 : Effet des néonicotinoïdes à faible concentration sur la réponse induite par la 
NIC. Le contrôle correspond à l’application de NIC 1mM pendant 10 s. L’amplitudes des 
courants est normalisé par rapport à l’amplitude moyenne de la NIC obtenue dans chaque 
condition. (Les données présentées sont préliminaires et le manque de réplicats ne permet 
pas de faire des tests statistiques). 
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Figure 28 : Etude de la modulation de l’ACh et de la NIC sur les réponses induites par les 
néonicotinoïdes. Le contrôle correspond à l’application des néonicotinoïdes 1mM pendant 
10s. L’ACh et la NIC (10µM) sont co-appliqués pendant 10s. (Les données présentées sont 
préliminaires et le manque de réplicats ne permet pas de faire des tests statistiques). 
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C. Discussion 
 
Nous avons montré que les récepteurs natifs de la blatte Periplaneta americana peuvent 
être exprimés en ovocyte de xénope comme cela avait été réalisé sur le puceron du pois 
Acyrthoshiphon pisum (Crespin et al., 2015). Les réponses à l’ACh et à la NIC (1mM) obtenues 
chez le puceron étaient de l’ordre de -5 à -10 nA alors que chez la blatte nous avons obtenu des 
réponses moyennes de l’ordre de 10 à 20 fois plus importantes, pour des quantités protéiques 
injectées nettement plus faibles de l’ordre de 60 ng/ovocyte pour la blatte et 762 ng/ ovocyte 
pour le puceron (Crespin et al., 2015). Il est possible qu’une concentration trop importante en 
protéines réduise la fusion de la membrane lipidique, contenant les récepteurs, avec la 
membrane plasmique de l’ovocyte. Dans tous les cas, les concentrations injectées permettent 
d’augmenter l’amplitude des courants.  
Dans cette étude nous montrons que les trois néonicotinoïdes sont capables d’activer les nAChR 
exprimés sur les extraits de membranes. Nous avons également observé que les trois 
néonicotinoïdes sont capables de moduler les réponses induites par l’ACh et la NIC de façon 
distinctes. Le TMX provoque une diminution de la réponse induite par l’ACh. Une diminution 
similaire a été observée chez le récepteur ⍺7 de rat (Cartereau et al., 2017). De même, l’IMI est 
capable d’inhiber la réponse induite par l’ACh sur le récepteur ⍺4β2 d’humain (Li et al., 2011). 
L’ACE cause également une inhibition de la réponse induite par l’ACh, mais lors de sa co-
application avec la NIC, l’effet est différent et l’ACE induit une augmentation de la réponse. 
Cette augmentation a également été observée avec le récepteur ⍺7 de rat (Cartereau et al., 
2017). D’autres études ont montré que la CLO et l’IMI pouvaient amplifier les réponses à 
l’ACh, mais que le THC atténuait les réponses induites par l’ACh (Toshima et al., 2008). 
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 Aujourd’hui, les conséquences de l’utilisation intensive des insecticides sur 
l’environnement et sur la santé sont une question d’intérêt public. Les polémiques actuelles sur 
l’utilisation des insecticides néonicotinoïdes viennent, d’une part, du manque d’informations 
sur le mode d’action réel de ces molécules sur les récepteurs nicotiniques natifs des insectes et 
des mammifères et d’autre part, sur leur effet toxique vis-à-vis des pollinisateurs. En effet, la 
majeure partie des travaux se sont surtout focalisés sur des données toxicologiques. La 
connaissance du mode d’action de ces composés sur les récepteurs nicotiniques neuronaux est 
donc cruciale pour mieux comprendre leurs effets neurotoxiques et envisager des alternatives 
visant à réduire leur utilisation ou réduire leur toxicité. L’étape majeure demeure la 
connaissance des caractéristiques moléculaires et cellulaires des récepteurs nicotiniques 
neuronaux des insectes. En effet, en dehors des études réalisées chez la drosophile (Lansdelle 
et al., 2012 ; Watson et al., 2010), le plus souvent sur des récepteurs chimères (Bertrand et al., 
1994, Ihara et al., 2003, Ihara et al., 2014, Kagabu et al., 2002), nous avons peu ou pas de 
connaissances sur la composition en sous-unités des récepteurs nicotiniques natifs d’insectes. 
Ces récepteurs sont la cible majeure des insecticides néonicotinoïdes et de la nouvelle famille 
d’insecticides, les sulfoximines, appelés à remplacer les insecticides néonicotinoïdes. Les 
travaux que nous avons réalisés ont permis d’acquérir des données originales. Tout d’abord, 
nous avons pour la première fois exprimé un récepteur homomérique fonctionnel d’insecte dans 
un système hétérologue. Des tentatives d’expression de récepteurs fonctionnels homomériques 
d’arthropodes avaient précédemment été réalisées mais sans succès probant (Watson et al., 
2010, Lansdell et al., 2012). Bien que des études complémentaires soient nécessaires pour 
améliorer les conditions d’expression du récepteur ⍺7 de blatte, nous avons pu montrer que ce 
récepteur n’était pas sensible à tous les insecticides néonicotinoïdes. Particulièrement, la plupart 
des insecticides comme l’IMI et la CLO sont incapables de l’activer. En revanche, les réponses 
induites par la NIC sont modulées par ces composés, ce qui suggère qu’ils peuvent agir comme 
des modulateurs de ce récepteur plutôt que des activateurs. Des résultats similaires ont été 
obtenus sur le récepteur ⍺7 de mammifères (Cartereau et al., 2017). A l’inverse du récepteur ⍺
7 de blatte, les néonicotinoïdes testés, à l’exception du TMX, sont des agonistes partiels du 
récepteur ⍺7 de rat. Il est possible que cette différence soit due à la faible sensibilité du récepteur 
⍺7 de blatte. En effet, les sous-unités ⍺7 d’insectes et de mammifères forment un groupe 
monophyétique différent des autres sous-unités alpha (Thany et al., 2007). Nous nous 
attendions à ce que le récepteur ⍺7 de blatte présente les mêmes propriétés pharmacologiques 
que le récepteur ⍺7 de rat. Cette différence d’affinité vis-à-vis des insecticides néonicotinoïdes 
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montre que ces deux récepteurs ont évolué différemment entre insectes et mammifères. En effet, 
la comparaison des séquences des sous-unités ⍺7 de blatte et de rat révèle un pourcentage 
d’identité de seulement 45 % (Figure 29).  
 
 Bien que nous ayons pu avoir une expression fonctionnelle du récepteur, nous avons dû 
appliquer de fortes concentrations de NIC comme cela avait été le cas lors d’études précédentes 
sur les récepteurs nicotiniques exprimés au niveau des neurones DUM (Courjaret et Lapied, 
2001). Cela peut être discuté et nécessite certainement une amélioration du protocole 
d’expression pour réduire les concentrations des molécules à tester. Dans le but d’augmenter 
l’expression et/ou la sensibilité du récepteur, il serait intéressant d’utiliser des protéines 
chaperonnes. La protéine RIC-3 (resistant to inhibitors of cholinesterase) est l’une des protéines 
les plus utilisées. Le gène codant pour RIC-3 (ric-3) a été identifié en 1995 comme l'un des 
gènes de Caenorhabditis elegans qui, lorsqu'il est muté, confère une résistance aux inhibiteurs 
de l’AChE (Nguyen et al., 1995). Des études d’expression hétérologue réalisées en ovocyte de 
xénope ont montré que la co-expression de RIC-3 entraîne une amélioration d'expression des 
récepteurs nAChR tels que le récepteur ⍺7 de rat (Halevi et al., 2002). Des résultats similaires 
ont également été obtenus lors de l’expression du récepteur hétéromérique D⍺5D⍺6 de 
drosophile (Watson et al., 2010). Sans la présence de la protéine RIC-3 aucun courant n’a pu 
être enregistré (Watson et al., 2010). En 2012, Lansdell et ses collaborateurs ont exprimé pour 
la première fois deux récepteurs homomériques de drosophile en ovocyte de xénope, le premier 
était composé de la sous-unité D⍺5 et le second de la sous-unité D⍺7. La présence de la protéine 
RIC-3 était nécessaire pour obtenir l’expression de récepteurs homomériques (Lansdell et al., 
2010). RIC-3 pourrait donc nous permettre d’améliorer considérablement l’expression en 
système hétérologue des récepteurs ⍺7 de P. americana. Récemment, une autre protéine 
chaperonne a prouvé son efficacité sur lignée cellulaire. La protéine NACHO est naturellement 
présente dans le réticulum endoplasmique de la souris et assure la médiation de l'assemblage 
des nAChR homomériques et hétéromériques. Les souris présentant une délétion de cette 
protéine ont des déficits comportementaux compatibles avec la perte globale de nAChR dans 
le cerveau (Matta et al., 2017, Gu et al., 2016). Cette protéine n’a jamais été testée en ovocyte 
de xénope mais son utilisation sur lignée cellulaire HEK transfectée du récepteur ⍺7 révèle une 
meilleure réponse à l’ACh (Gu et al., 2016). La comparaison des résultats obtenus avec RIC-3 
et NACHO révèle une meilleure expression lorsque NACHO est utilisée. D’autre part, lorsque 
NACHO et RIC-3 sont toutes deux co-transfectées, elles augmentent de manière synergique les 
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courants induits par l'ACh du récepteur ⍺7, suggérant qu’elles utilisent des mécanismes 
distincts (Gu et al., 2016). L’amélioration de l’expression fonctionnelle de récepteur ⍺7 de 
blatte est donc un enjeu fondamental pour mieux comprendre le mode d’action des insecticides 
néonicotinoïdes 
 
 Les résultats obtenus lors de l’application des néonicotinoïdes diffèrent en fonction du 
récepteur étudié. En effet sur le récepteur ⍺7 de blatte, la pré-application de la CLO entraîne 
une diminution de la réponse induite par la NIC alors que sur le récepteur ⍺7 de rat les résultats 
montrent une augmentation de l’amplitude du courant induit par l’ACh (Chapitre 1 & 2). Une 
différence de modulation induite par la CLO a également été observée entre le récepteur ⍺4β2 
de poulet (Toshima et al., 2008) et le récepteur ⍺4β2 d’humain (Li et al., 2011). Dans le premier 
cas la CLO induit une augmentation de la réponse induite par l’ACh, alors que sur le récepteur 
d’humain, il a été observé une diminution de la réponse (Toshima et al., 2008 ; Li et al., 2011). 
Li et ses collaborateurs ont également montré l’importance de la stoechiométrie du récepteur 
sur les propriétés pharmacologiques. En effet, la CLO inhibe fortement le récepteur (⍺4)2(β2)3 
mais augmente la réponse induite par l’ACh sur le récepteur (⍺4)3(β2)2. Le nombre de sous-
unités ⍺ présentes permet d’augmenter la sensibilité du récepteur à la CLO (Li et al., 2011). 
L’ensemble de ces données confirment l’hypothèse que les propriétés fonctionnelles des 
récepteurs nicotiniques neuronaux des insectes et des mammifères peuvent varier au sein de la 
même espèce et d’une espèce à l’autre pour le même récepteur.  
 
 Nous avons indiqué plus haut l’importance des récepteurs ⍺7 du fait que ce sont des 
récepteurs homomériques avec des propriétés pharmacologiques différentes en comparaison 
aux récepteurs hétéromériques. Au cours de ce travail, nous avons observé que le récepteur ⍺7 
de blatte n’était pas bloqué par l’⍺-Bgt, particulièrement pour les doses utilisées (500 nM). 
Cette absence d’effet de l’⍺-Bgt confirme le caractère atypique de ce récepteur. Nous émettons 
l’hypothèse selon laquelle des résidus particuliers pourraient modifier la sensibilité de ce 
récepteur vis à vis de l’⍺-Bgt et peut-être expliquer l’effet vis à vis des insecticides 
néonicotinoïdes. Pour tester cette hypothèse, nous proposons d’utiliser la technique de 
mutagénèse dirigée. En effet, Shimomura et ses collaborateurs ont identifié 3 régions 
comportant des résidus affectant la sensibilité du récepteur aux néonicotinoïdes : le résidu X 
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dans le motif YXCC de la boucle C (Shimomura et al., 2004), la région en amont de la boucle 
B (Shimomura et al., 2005) et les résidus basiques dans la boucle D (Shimomura et al., 2002, 
2003, 2006) (Figure 29). Des données obtenues avec Ls-AChBP, ont montré l’importance de 
la tyrosine en position 185 (Y185). Cette tyrosine permet la formation d’une liaison hydrogène 
entre le groupement guanidine de l’IMI et de la CLO avec le récepteur (Ihrara et al., 2008) 
(Figure 29). De même, sur le récepteur ⍺7 de poulet, la mutation de la glycine (G) située à la 
position 189 en acide glutamique (E) ou acide aspartique (D) induit une résistance vis à vis de 
deux néonicotinoïdes, l’IMI et le nitenpyram, suggérant que la glycine est importante pour la 
liaison de ces insecticides néonicotinoïdes (Matsuda et al., 2000). Nous pouvons observer la 
présence de la tyrosine (Y185 chez Lymnaea stagnalis), au sein de la boucle C de la sous-unité 
⍺7 de la blatte Periplaneta americana, cependant l’alignement de séquences montre une 
absence de glycine et la présence d’une sérine (Figure 29).  
 Une autre technique, particulièrement intéressante, est la technique CRISPR/Cas 9 qui 
permet d’induire des mutations et d’étudier l’impact sur la résistance aux néonicotinoïdes. 
L’application de cette technique a notamment permis de générer des drosophiles dont la sous-
unité D⍺6 possédait la mutation G275E, et d’étudier son implication sur la résistance vis à vis 
du spinosad (famille des spinosynes). Cette substitution permet d’augmenter la résistance de la 
drosophile au spinosad (Zimmer et al., 2016). 
 
Pour conclure, ce travail de thèse a permis une avancée sur l’étude de la caractérisation des 
propriétés pharmacologiques des récepteurs nicotiniques neuronaux des insectes mais 
également sur l’étude du mode d’action des insecticides néonicotinoïdes. Plusieurs données 
préliminaires n’ont pas été présentées dans ce manuscrit, notamment la caractérisation 
pharmacologique du récepteur α6α7 ou du récepteur composé de la sous-unité α6 de blatte et 
β2 de poulet. Ces données nécessitent des études complémentaires.  
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Figure 29 : Alignement de séquence des sous-unités ⍺7 d’humain, Homo sapiens, de rat, 
Rattus norvegicus, de drosophile Drosophila melanogaster et de blatte, Periplaneta 
americana. Les cystéines caractéristiques des récepteurs à boucle cystéines sont réprésentés 
par deux * et celles carcatéristiques des sous-unités ⍺ sont encadrées en noir. Les résidus 
impliqués dans la liaison aux néonicotinoïdes sont encadrés en rouge. (modifié d’après 
Taillebois et Thany, 2016 ; Ihara et al., 2008) 
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A B S T R A C T
Nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) are the main target of neonicotinoid insecticides, which are widely
used in crop protection against insect pests. Electrophysiological and molecular approaches have demonstrated
the presence of several nAChR subtypes with different affinities for neonicotinoid insecticides. However, the
precise mode of action of neonicotinoids on insect nAChRs remains to be elucidated. Radioligand binding studies
with [3H]-α-bungarotoxin and [3H]-imidacloprid have proved instructive in understanding ligand binding in-
teractions between insect nAChRs and neonicotinoid insecticides. The precise binding site interactions have been
established using membranes from whole body and specific tissues. In this review, we discuss findings con-
cerning the number of nAChR binding sites against neonicotinoid insecticides from radioligand binding studies
on native tissues. We summarize the data available in the literature and compare the binding properties of the
most commonly used neonicotinoid insecticides in several insect species. Finally, we demonstrate that neoni-
cotinoid-nAChR binding sites are also linked to biological samples used and insect species.
1. Introduction
Nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) are involved in rapid
neurotransmission in both insect and mammalian nervous systems and
play major roles in learning and memory [1–3]. Because of these central
roles, they are the main target of neonicotinoid insecticides which are
used as a chemical method worldwide to control insect pest [4].
However, this has led to the evolution of resistance resulting in a re-
duction in effectiveness [5–8], environmental concerns linked to the
accumulation of these compounds and potential effects on non-target
insects such as pollinators [9–12]. Currently, binding studies are used to
monitor and analyze the mode of action of neonicotinoid insecticides on
insect native nAChRs in order to understand the levels of resistance.
Binding studies, as well as the use of electrophysiology, have proven
instructive in identifying different nAChR subtypes as well as providing
insights into their pharmacological properties. For instance, studies
using the patch clamp method demonstrated that imidacloprid (IMI),
the forerunner of neonicotioid insecticides, is a partial agonist of insect
nAChRs [13–16] while clothianidin (CLT) and acetamiprid (ACE) ap-
pear to be full agonists [17]. Moreover, as it is the case with vertebrates,
it is possible to identify insect α-bungarotoxin (α-Bgt)-sensitive and
-insensitive nAChR subtypes through binding studies [16,18–20]. α-Bgt
is a snake toxin commonly used in vertebrates to characterize homo-
meric nAChRs such as α7 receptors [21–23] even though several studies
have demonstrated that it can bind to heteromeric α9α10 and homo-
meric α8 receptors [24,25]. In insect species, CLT binds to both α-Bgt-
sensitive and -insensitive receptors expressed in the cockroach dorsal
unpaired median (DUM) neurons whereas, IMI and ACE may bind to α-
Bgt-insensitive receptors with the finding that ACE could acts as an
agonist of both DUM neuron nAChR1 and imidacloprid-insensitive
nAChR2 subtypes [26–30]. Using electrophysiology on cockroach
thoracic ganglia, it was found that IMI inhibited a desensitized α-Bgt-
sensitive receptor called nAChD, not usually detected in binding assays
with radiolabeled α-Bgt [18,31]. Despite this discrepancy between
electrophysiology and binding assays, both approaches have demon-
strated the presence of several nAChR subtypes with different phar-
macological profiles.
It is likely that the variation in pharmacological properties is due to
the presence of several different nAChR subunits. Analysis of genome
sequences have revealed that insect nAChR gene families commonly
consisting of 10 to 12 nAChR subunit genes as demonstrated by the pest
species Tribolium casteneum [32], Nilaparvata lugens [33],Myzus persicae
[34], and Acyrthosiphon pisum [35]. nAChRs consist of five subunits
arranged around a central ion channel with the combination of subunits
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determining the functional and pharmacological properties of the re-
ceptor. As with their vertebrate counterparts, the insect subunits have
been classified into homomeric and heteromeric receptors. For in-
stance, heterologous expression studies have demonstrated that Droso-
phila melanogaster α5 and α7 subunits can form functional homomeric
nAChRs [36] which bind α-Bgt [36,37]. Thus, homomeric receptors
possess five ligand binding sites for acetylcholine (ACh) while hetero-
meric receptors consisting of α and β subunits can present three binding
sites for ACh at the interface between two different subunits. The im-
plication that both highly conserved subunits as well as divergent
subunits [38] form neonicotinoid binding sites could lead to common or
species specific pharmacological properties. Whist co-im-
munoprecipitation studies have highlighted potential associations of
several subunits [39,40] the subunit combination of insect nAChRs
remains to be elucidated.
Ligand-binding interactions between neonicotinoid insecticides and
insect nAChRs were studied using different insect tissues ranging from
the brain tissue to the whole body. Two binding experiments are cur-
rently used: saturation and competition experiments [41]. In saturation
experiments, the binding of an increasing series of radioligand con-
centrations is measured at equilibrium and analyzed to determine the
binding constant (affinity constant K or dissociation constant Kd) and
the concentration of specific binding sites for the radioligand (RT); the
experimental estimation of RT is usually designated Bmax [41]. 3H does
not alter the chemical structure of the radioligand and has a longer half-
life compared to 125I, which has a higher specific activity and is parti-
cularly useful if the density of receptors is low [42]. In competition
experiments the binding of one or more fixed concentrations of a
radioligand is measured at equilibrium in the presence of increasing
concentrations of a non-labeled compound. The data are analyzed to
determine the binding constant of the non-labeled compound and the
cooperativity between the non-labeled compound and the radioligand
for binding to the radioligand-sensitive receptors. The equilibrium in-
hibition constant Ki is calculated from such experiments using the
Cheng-Prusoff transformation [41]. According to the biological samples
used, these binding experiments can lead to different interpretations of
the results. In the present review, we summarize our current knowledge
on the binding experiments to characterize neonicotinoid binding sites
on insect neuronal nAChRs.
1.1. Localization of nicotinic acetylcholine receptors by labeled α-Bgt
Electrophysiological studies on insect neurons have demonstrated
that they can exhibit nicotinic receptors which are blocked by α-Bgt
[19,43–45]. Thus, as for vertebrates, it was suggested that α-Bgt
binding sites preferentially reflect the expression of homomeric α5 or
α7 receptors [36,37]. Saturation experiments using either [3H]-α-Bgt
and [125I]-α-Bgt highlighted the presence of several α-Bgt binding sites
in membrane preparations of different insect species (Table 1). For
example, saturable binding consistent with the presence of both high
and low affinity binding sites for [125I]-α-Bgt was found in the aphid M.
persicae [46]. As shown in Table 1, dissociation constants and maximal
binding capacities were consistent with multiple receptor subtypes. The
aphid A. pisum possessed very high affinity binding sites (with a Kd
value< 0.1 nM) [37], notably higher than those of M. persicae, sug-
gesting that differences exist within hemiptera both in the numbers and
affinities of binding sites. For comparison, only one specific binding site
was found in Manduca sexta [47], Apis mellifera [48], and Locusta mi-
gratoria [49] membrane preparations from nervous tissues. The ambi-
guity of assigning several binding sites is further apparent with D.
melanogaster. In one study, a single binding site was found [50] whilst
an additional binding site with very high affinity was found in another
study [51], both using adult heads. The discrepancy seems to be asso-
ciated with the use of 125I or 3H isotopes suggesting that only [125I]-α-
Bgt is suitable to highlight the very high affinity binding sites. The
biological samples used can also influence the quantification of binding
sites. In M. sexta [47] and D. melanogaster [51], Bmax values showed a
higher number of binding sites in adults compared to embryonic or
larval stages. This finding was not surprising since it was proposed that
the expression profile of insect nAChR subunits may vary according to
developmental stages as shown in D. melanogaster [52,53], Apis cerana
cerana [54], A. pisum [35], Cydia pomonella [55], or Chilo suppressalis
[56]. These results highlight the presence of α-Bgt binding site in di-
verse insect species suggesting the expression of functional α-Bgt-sen-
sitive receptors as a common feature in insects.
1.2. α-Bgt as a probe to determine neonicotinoid binding sites
Saturation experiments conducted on D. melanogaster heads showed
Bmax up to 1400 fmol/mg using [3H]-α-Bgt [50] whereas values ob-
tained with [3H]-IMI were much lower with Bmax between 126 and
980 fmol/mg [50,57]. These findings suggest that most of the nAChR
binding sites were α-Bgt-sensitive. The high density of these binding
sites suggests that labeled α-Bgt could be of particular interest to study
the binding properties of other nAChR ligands such as neonicotinoid
insecticides, as shown in competitive experiments on native insect
nAChRs (Table 2). Differential results were found with commonly used
neonicotinoid insecticides IMI, CLT and thiamethoxam (TMX) in com-
petition binding assays. Binding studies on D. melanogaster head
membranes revealed that [3H]-IMI and [3H]-α-Bgt bind to distinct
binding sites. In D. melanogaster, binding assays revealed that the
binding capacity of [3H]-IMI is not disturbed when [3H]-α-Bgt is added
simultaneously, demonstrating the presence of distinct binding sites for
IMI and α-Bgt [50,58]. These results support the idea of weak compe-
tition of IMI for binding sites labeled with [3H]-α-Bgt, as Ki values were
high in D. melanogaster [50]. Also, there was a lack of competition
Table 1
Identification of α-bungarotoxin (α-Bgt) binding sites by saturation experiments using labeled α-Bgt in different insect species.
Species Biological samples High affinity binding site Low affinity binding site Reference
Kd (nM) Bmax (fmol/mg) Kd (nM) Bmax (fmol/mg)
A. pisum Whole body/adults 0.008 ± 0.002 12.86 ± 5.92 1.135 ± 0.213 135.9 ± 6.0 [37]
M. persicae Whole body/mixed generation 1.2 ± 0.2 167 ± 6 33.7 ± 1.5 640 ± 180 [46]
M. sexta Brain/adults 6.5 815 [47]
Whole body/first instar larvae 7.6 ± 0.2 119 ± 19
A. mellifera Headsa 7.45 ± 0.89 451 ± 21.9 [48]
D. melanogaster Embryo 0.4 ± 0.26 5 ± 3.9 7.4 ± 4.4 68 ± 18 [51]
Heads 0.15 ± 0.07 240 ± 93 4.3 ± 1.7 1080 ± 97
Headsa 2.7 ± 0.3 1400 ± 100 [50]
L. migratoria Male and female adults/nerve chain 1.0 ± 0.2 910 ± 100 [49]
Kd, dissociation constant, reflects the nAChRs' affinity for α-Bgt. Bmax corresponds to the maximal binding and reflects the binding site density in the membrane
preparation. The nature of the biological tissues used in the experiments are also reported.
a study using [3H]-α-bungarotoxin as radioligand. All other binding assays were conducted with [125I]-α-bungarotoxin.
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between α-Bgt and [3H]-IMI in the aphids M. persicae, Aphis craccivora,
and A. pisum [35,49]. Interestingly, in the cockroach Periplaneta amer-
icana, it was shown that ACE, CLT, and TMX presented higher affinity
for α-Bgt-binding sites than nitenpyram (NIT) and IMI, whereas dino-
tefuran (DTF) was a weak competitor with Ki in micromolar range
[59,60]. A more recent work on A. pisum showed that IMI was a partial
inhibitor of [125I]-α-Bgt whereas CLT and TMX were able to completely
inhibit the binding of labeled-α-Bgt [35]. These results suggest the
presence of several nAChR subtypes that are sensitive to α-Bgt and
could differently bind neonicotinoid insecticides. The presence of α-
Bgt-sensitive nAChRs that are also sensitive to IMI seems to be specific
to A. pisum and could correspond to the additional very high affinity
binding sites for α-Bgt. On the contrary, CLT and TMX seem to be able
to bind to both low and high α-Bgt-sensitive binding sites. Altogether,
these results demonstrated that i) neonicotinoid insecticides could bind
to α-Bgt-sensitive binding sites, which represents the majority of
nAChRs binding sites, and ii) that all neonicotinoid insecticides do not
share the same binding properties. Thus, it is important to complement
these results with further binding assays using others radioligands be-
cause α-Bgt-insensitive nAChR subtypes are also present in insect ner-
vous system.
1.3. High and low affinity nicotinic acetylcholine receptor binding sites with
imidacloprid
IMI acts as a partial agonist at insect neuronal nAChRs [13–16].
Saturable binding of [3H]-IMI to insect membranes reveals the presence
of different [3H]-IMI binding sites according to insect species [59,60].
The data illustrated in Table 3 suggest dipteran and lepidopteran spe-
cies have a single IMI-binding site and hemipterans possess two IMI-
binding sites, except for Bemisia argentifolii which exhibits only one
[61]. Indeed, saturable binding of [3H]-IMI to D. melanogaster head
membranes revealed the presence of a single IMI-binding site
[50,62–64]. Similar binding was found with membranes from housefly
Musca domestica [61,65]. In lepidopterans such as M. sexta, only one
IMI-binding site was determined [64]. However, in the orthopteran
Locusta migratoria and in hemipteran species such as Nilaparvata lugens,
high and low affinity binding sites were identified [49,66]. Moreover,
in N. lugens, Nephotettix cincticeps, and A. pisum, a very high affinity
binding site for IMI with a Kd value<0.1 nM was described
[35,39,67]. The interpretation of one or more IMI-binding site is more
ambiguous in the aphids M. persicae and A. craccivora (Table 3). In M.
persicae, some studies showed the presence of only one IMI-binding site
[39,65,68], whereas a supplemental high affinity binding site was
identified in other studies [49,64,68]. A. craccivora seems to possess one
binding site [65,68,69], but an additional high affinity binding site was
also described [49]. These apparent discrepancies could be due to the
variability of biological material as mixed generations were used
(Table 3). Considering the different Kd values obtained in several
studies, we propose that at least three nAChR subtypes with very high
(Kd<0.1 nM), high (Kd between 0.1 and 5 nM), or low (Kd> 5 nM)
affinity for IMI are present in M. persicae and that they could be dif-
ferently expressed according to developmental stages. Altogether, these
saturation experiments demonstrated that IMI sensitive binding sites
could have distinct pharmacological properties.
1.4. [3H]-IMI as reference probe to characterize neonicotinoid binding sites
As demonstrated with α-Bgt, competition experiments with labeled
IMI-binding sites revealed several Ki values depending on the species,
tissue and neonicotinoids used for the competition (Table 4). Thus,
using membranes from the whole body of the aphids M. persicae and A.
craccivora it was found that CLT, ACE, and NIT were powerful compe-
titor with Ki values in nanomolar range [39,65,70]. Similar Ki values
were obtained for ACE and NIT in D. melanogaster, A. mellifera, and L.
migratoria [49,65,71] and for CLT in A. pisum [35]. Interestingly, THI
presented an affinity for [3H]-IMI-sensitive-binding sites higher than
those of IMI itself in A. mellifera, A. craccivora, M. persicae and M. do-
mestica and L. migratoria [49,71,72]. THI seems to be one of the most
potent neonicotinoids in a wide range of insect species and could be
very effective in controlling insect pests but its potency to bind nAChRs
in an insect pollinator will probably limit its use in the field. Such a high
affinity for [3H]-IMI-sensitive-binding sites was shown for CLT in M.
domestica and D. melanogaster [63] suggesting that CLT would be par-
ticularly effective against dipterans. Altogether, these results demon-
strate that CLT, ACE, NIT and THI are highly competitive with IMI (Ki
in nanomolar range) suggesting interaction with similar binding sites
on nAChRs, as proposed in previous studies on aphids [39,70].
On the contrary, TMX was a very weak displacer with micromolar
affinity for [3H]-IMI-sensitive-binding sites in several insect species
(Table 4) as shown in L. migratoria [49] and the aphids M. persicae, A.
craccivora and A. pisum [35,39,70]. These results suggest that TMX is a
non-competitive inhibitor and it was proposed that TMX is able to bind
to different sites and/or in a different manner than IMI [70]. In M.
persicae, IMI was shown to be an effective competitor of [3H]-TMX
whereas TMX is a weak competitor of [3H]-IMI. These results suggest
that TMX could bind only to one sub-population of IMI binding sites,
with high affinity for IMI [66]. In A. pisum, it was demonstrated that
TMX showed a weak binding capacity for [3H]-IMI binding sites and a
better potency for [125I]-α-Bgt binding sites [35]. These results de-
monstrate that TMX and α-Bgt share common binding sites, which
could be correlated with the presence of extra very high affinity binding
sites for α-Bgt in A. pisum. Similar results were obtained on cockroach
nerve cord, where TMX inhibited [3H]-α-Bgt binding with nanomolar
Ki value, which correlates with its insecticidal activity [57]. These re-
sults suggest that TMX could act in two ways: (1) by direct binding to α-
Bgt binding sites and (2) through its metabolite CLT as proposed in
previous works [37,73,74]. In M. persicae, sulfoxaflor (SFX) revealed
Table 2
Binding properties of neonicotinoid insecticides determined by competitive experiments with labeled α-bungarotoxin (α-Bgt).
Species Biological samples Competitive ligand Reference
CLT IMI TMX
IC50 (nM) Ki (nM) IC50 (nM) Ki (nM) IC50 (nM) Ki (nM)
D. melanogaster Adults/headsa 2900 ± 40 430 ± 80 [50]
M. persicae Mixed generation/whole body 800 ± 280 [46]
A. pisum Adults/whole body 0.194 ± 0.052 0.18 ± 0.05 22.33 ± 1.73 14.6 ± 1.13 1.636 ± 0.701 1.53 ± 0.65 [37]
M. sexta Adults/brain 1700 ± 500 [47]
A. mellifera Adults/headsa 1500 [48]
P. americana Nerve cord 66.1 (46.1–94.7) 114 (82–160) 58.2 (40.1–84.5) [59]
IC50 corresponds to the concentration of non-labeled probe needed to inhibit 50% of the specific binding of the labeled probe; Ki is the inhibition constant calculated
according to Cheng and Prusoff formula; values are indicated± S.E.M and with a confidence interval of 95% between brackets.
a Study using [3H]-α-bungarotoxin as radioligand. All other binding assays were conducted with [125I]-α-bungarotoxin.
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similar binding properties to TMX. In fact, SFX is a weak competitor of
[3H]-IMI whereas IMI is very potent in inhibiting [3H]-SFX binding
[70,71,75]. We propose that, as previously described for TMX, SFX is
able to bind to high affinity binding sites for IMI. Moreover, a recent
study highlighted that even if high affinity binding sites for SFX were
present at very low density, the displacement of [3H]-SFX correlated
with high in vivo toxicity in sap-feeding pest [76]. Thus the character-
ization of high affinity binding sites for other neonicotinoids could also
be toxicologically relevant and future studies should not only consider
IMI binding sites to predict insecticides potency. DTF was revealed to be
a weak competitor of [3H]-IMI and [3H]-TMX in M. persicae [70] but
was able to compete with [3H]-IMI in M. domestica [77,78]. In P.
americana, the presence of high-affinity binding sites for [3H]-DTF
[79,80] was detected and DTF was able to compete with [3H]-α-Bgt
[57]. Thus, DTF seems to bind different nAChR populations according
to species.
Altogether, these results highlight the presence of specific phar-
macological nAChR subtypes according to species, the need to carefully
interpret competition experiments and the relevance of using probes
other than [3H]-IMI to study neonicotinoid binding properties.
1.5. How to increase the quality and highlight binding interaction between
insect nAChRs and ligands
We have demonstrated above that the use of mixed generations
(adults and different larval stages) and even mixed aptere/winged and
male/female samples, could explain the variability observed in binding
data. Thus, the choice of homogenate biological material is essential to
ensure reproducible and comparable studies. Our point of view seems to
be shared by other researchers such as Kayser et al. who decided to
adapt their harvest method to collect mainly adult aphids by attracting
them to light [70]. In L. migratoria, the selection of homogenate sample
using adult nerve chain allowed the acquisition of very reproducible
results in IMI saturation experiments in two different studies [49,67]
(Table 3). A brief summary of all data reveals that comparing findings
from brain tissue, the whole body, and the nervous system is likely
misleading (Table 3). For example, if we use membrane preparations
from the brain, we expect that a large number of nAChRs are expressed
because ACh is the principal neurotransmitter in this organ [3]. This
statement is reinforced by the IMI saturation data obtained in Droso-
phila, with Bmax values ranging from 560 to 1344 fmol/mg in mem-
brane preparations from heads whereas the Bmax is only at 126 fmol/
mg when using whole adults (Table 3). We suppose that binding ex-
periments conducted with the whole body could be less sensitive if the
nAChR populations are present at low density. Additionally, the results
of saturation experiments showed particularly high discrepancy in
aphid species M. persicae and A. craccivora (Table 3). We propose that
the use of “adult heads preparation” could help to improve experi-
mental reproducibility as parthenogenetic whole individuals also carry
different larval stages which could express different nAChR pharma-
cological subtypes.
We can expand our analysis to experimental design. Saturation ex-
periments were performed by incubating membrane preparations with
varying concentrations of [3H]-α-Bgt or [125I]-α-Bgt which could lead
to misinterpretation as these two radioligands show different abilities to
highlight low density binding sites. Moreover, several studies high-
lighted the relevance of using radioligands other than IMI in competi-
tive assays [70,71,75] and to carefully interpret results. Thus to ovoid
misinterpretation, one should keep in mind that competitive experi-
ments only give access to neonicotinoid binding capacity on the parti-
cular nAChR subtype labeled with the radioligand. This is particularly
important as other neonicotinoid binding sites, even at low density,
Table 3
Identification of imidacloprid (IMI) binding sites by saturation experiments using labeled IMI in different insect species.
Species Order Biological material High affinity binding site Low affinity binding site Reference
Kd (nM) Bmax (fmol/mg) Kd (nM) Bmax (fmol/mg)
N. lugens Hemiptera 3-Days old female/whole body 0.0035 ± 0.0006 4.1 ± 0.6 1.5 ± 0.2 18.3 ± 2.3 [39]
< 0.01 1.5 16.7 ± 1 [33]
N. cincticeps Hemiptera Mixed population 0.0043 33 1.23 179 [57]
L. migratoria Orthoptera Adults male and female/nerve chain 0.2 ± 0.05 153 ± 28 8.9 ± 5.7 336 ± 61 [49]
[67]0.16 ± 0.03 109.3 ± 15.5 10.3 ± 2.1 244.3 ± 40.3
M. persicae Hemiptera Mainly adults aphids 7.1 ± 3.5 1537 ± 128 [70]
Mixed generation/whole body 0.083 100 ± 55 1.7 298 ± 48 [71]
0.6 ± 0.2 205 ± 78 7.2 ± 2.7 716 ± 57 [49]
1.9 ± 0.9 257 ± 45 [65]
Developmental stage n.p./whole body 1.7 ± 0.4 915 ± 116 [68]
Mixed generation (age and sex) 3.7 ± 0.7 1504 ± 74 [69]
Mixed generation/aptere/whole body 0.14 ± 0.01 284 ± 16 12.58 ± 1.83 486 ± 78 [57]
A. craccivora Hemiptera Mixed generation/whole body 0.8 ± 0.2 226 ± 70 21 ± 8.6 911 ± 32 [49]
0.5/1.4 (a) 52/90 (a) [65]
Developmental stage n.p./whole body 6.1 ± 1.7 1332 ± 180 [68]
Mixed generation (age and sex) 12.5 ± 2.2 1210 ± 114 [69]
A. pisum Hemiptera Aptere parthenogenetics adults/whole body 0.16 ± 0.04 0.051 ± 0.003 41.7 ± 5.87 0.434 ± 0.037 [37]
B. argentifolii Hemiptera Adults/whole body 2 101 [61]
M. sexta Lepidoptera Adults/brain 1.30 150 [57]
H. virescens Lepidoptera Heads 1.51 134 [57]
P. americana Blattodea Heads 3.14 2140 [57]
C. felis Siphonaptera Whole body 4.82 369 [57]
D. melanogaster Diptera Head 2.4± 560 ± 4 [90]
2.2 ± 0.7 1344 ± 251 [65]
5.7 ± 0.1 980 ± 50 [50]
Whole adults 1.42 126 [57]
M. domestica Diptera Head 2 850 [90]
5.4/5.4 (a) 457/398 (a) [65]
1.2 ± 0.5 853 ± 15 [66]
L. sericata Diptera Adults/heads 1.75 539 [57]
n.p.= not precised (a) results of 2 independents experiments.
Kd, dissociation constant, reflects the nAChRs' affinity for IMI. The Bmax value corresponds to the maximal binding and reflects the binding site density in the
membrane preparation. The nature of the biological tissues used in the experiments are also reported.
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could also be toxicologically relevant as demonstrated for DTF [76]. In
this review, we also report that the overall majority of recent studies
used IMI or other neonicotinoids as radiolabeled probes whereas the
first one were conducted with labeled α-Bgt. We suggest that additional
competitive experiments with labeled α-Bgt could help to better un-
derstand comparative binding and toxicity capacity between in-
secticides. This would be particularly interesting for neonicotinoids that
have binding sites distinct from IMI as demonstrated for DTF [57]. In
this review, we only report saturation and competitive experiments.
One challenge for future studies could be to develop kinetic experi-
ments. In these experiments, the binding of radioligand is measured at
incrementing series of time points and analyzed to estimate association
(kON) and dissociation (kOFF) rate constant [41]. This would enable
better characterize of the mode of action of neonicotinoids, particularly
at low concentrations. Recently, a study conducted on hybrid nAChRs
consisting of N. lugens α and rat β subunits showed the specific action of
IPPA08 (a cis-configuration neonicotinoid compound) as a positive al-
losteric modulator for IMI binding when present at low concentrations
however, at high concentrations, IPPA08 was able to act as agonist of
nAChRs [81].
2. Conclusion and future challenges
To date, the subunit combination of insect pest native receptors
remains unknown. Previous studies suggest that it can be due to a lake
of accessory proteins for the functional expression of native receptors in
Xenopus oocytes [36,82,83]. To overcome the lack of expression, and
identify subunit and/or receptor subtypes associated with the phar-
macological properties of neonicotinoid insecticides, binding studies
with labeled neonicotinoids on insect pest are currently used. However,
data reported in several studies demonstrate some discrepancies and
suggest new challenges to highlight binding specificity and how it af-
fects species-specificity. Indeed, most of the binding assays were con-
ducted using labeled IMI because it is the first commercialized neoni-
cotinoid worldwide, but the data obtained using [3H]-IMI could lead to
different interpretations, according to the study. This could be due to
the fact that the effects of [3H]-IMI does not reflect those of all neoni-
cotinoids. For example, TMX binds to different sites [70]. This may be
linked to their chemical structures where IMI possesses an electro-
negative terminal group not present in TMX [84]. The choice to use
brain or whole body impacts the sensitivity of the binding assay in
terms of Bmax values. We propose that the binding of IMI with insect
nAChR subtypes should be compared according to the specific tissue
used. Moreover, saturation and competition binding experiments
showed significant differences in the number of binding sites, the dis-
placing potencies and the mode of binding interference according to the
neonicotinoid used. It was hypothesized that nAChRs possess a variety
of binding pockets depending on the combination of receptor subunits,
receptor subtype, and functional state [70]. According to this hypoth-
esis, understanding the specific ligand binding interaction of each
neonicotinoid according to tissue type is should be applied to exploring
and comparing the mode of action of the recently discovered sulfox-
imine and flupyrimin insecticides, which also interact with nAChR
subtypes [76,85]. Sulfoxaflor (SFX), a sulfoximine derivative, has been
shown to act as an agonist of insect nAChR subtypes, in particular, SFX
interacts weakly with the IMI binding site prepared from membrane
homogenate of whole green peach aphid M. persicae. It was proposed
that the binding site for [3H]-SFX is less abundant than nAChR binding
sites identified by other ligands [76]. This could be due to the finding
that SFX does not contain the amine nitrogen present in all previously
commercialized neonicotinoids but has a methyl group at the bridge
between the heterocycle [75]. These structural differences could lead to
specific interactions with nAChRs. In addition, it is possible that SFX-
sensitive receptors, which are probably less expressed than other re-
ceptors, will result in an overall low affinity for SFX. We propose that
nAChRs binding to SFX in M. persicae could involve additional receptor
subtypes compared to IMI. Our proposal is supported by the finding that
the binding of several ligands using M. persicae is ambiguous because
some studies showed the presence of only one IMI-binding site
[39,65,68,70], whereas an additional high affinity binding site was
identified in other studies depending on the tissue used. Moreover,
methyllicaconitine (MLA), a nAChR antagonist which is able to block α-
Bgt-sensitive receptors, and epibatidine, a nAChR agonist, displaced
[3H]-SFX with high affinity [76]. Considering that MLA binds to α-Bgt-
sensitive nAChRs, it could be reasonable to suggest that SFX may be
displaced by α-Bgt.
In the present review, we show that binding experiments conducted
with [3H]-α-Bgt and [125I]-α-Bgt demonstrated the existence of several
low and high affinity α-Bgt binding sites. Comparing the competition
between α-Bgt and neonicotinoid has led to the suggestion that IMI
preferentially acts on α-Bgt-insensitive receptors and that other neo-
nicotinoids such as CLT and ACE act on both α-Bgt-sensitive and -in-
sensitive receptors. Interestingly, one specific α-Bgt binding site is
found in some insects such as A. mellifera using membrane preparation
from the nervous system [48]. The presence of a unique binding site in
bees is inconsistent with the expression of several nAChR subunits
differently expressed in the brain structures involved in learning and
memory processes [86–88]. In particular α-Bgt-sensitive receptors seem
to be involved in long term memory whereas mecamylamine-sensitive
receptors were involved in short-term memory [89]. One challenge for
binding studies will be to use other labeled compounds such as meca-
mylamine and methyllicaconitine which seems to bind to α-Bgt-sensi-
tive receptors. This point of view is of particular interest if binding
studies are conducted on pollinating insects such as A. mellifera for
which several pharmacological and behavioral studies have demon-
strated the functional importance of nAChRs [88,89]. Moreover, the
expression of nAChR subunits is different according to developmental
stages which may affect binding studies. Indeed, we demonstrated
previously that the expression of nAChR subunits varies between the
brain of pupae and adult honeybee. For example, Amelα5 (Apisα7–1)
expression was found in the outer compact Kenyon cells of the mush-
room bodies of the pupae and additional expression was found in the
noncompact Kenyon cells and optical lobes in adults [86]. The diversity
of nAChRs could also be greater than what can be seen in binding ex-
periments. For example, in the cockroach P. americana, electro-
physiological studies combined with RNAi experiments on dorsal un-
paired median neurons demonstrated the presence of at least three
nAChR subtypes that are sensitive to IMI and have different subunit
composition [20], whereas binding experiments only showed one
binding site for IMI [57].
In conclusion, we highlight the complexity and diversity of neoni-
cotinoid binding sites, which reflect the diversity of nAChRs subtypes in
insects. nAChRs are of particular interest as they are targets of highly
effective insecticides such as neonicotinoids and the recently char-
acterized sulfoximine compounds. Ongoing efforts in identifying native
receptors will prove instructive in characterizing the mode of action of
these compounds and future approaches combining binding experi-
ments with RNAi and/or immunodepletion will likely enhance our
understanding of the pharmacological properties of native nAChRs.
Acknowledgements
This work was supported by a fellowship from the Région Centre Val
de Loire, ‘SCREENROBOT project: Appel à projet d'initiative
académique’. A. Cartereau received a Ph.D fellowship from the Region
Centre Val de Loire. Authors would like to thank all reviewers for their
comments and help on the manuscript.
References
[1] E.D. Levin, B.B. Simon, Nicotinic acetylcholine involvement in cognitive function in
animals, Psychopharmacology 138 (1998) 217–230.
E. Taillebois et al. 3HVWLFLGH%LRFKHPLVWU\DQG3K\VLRORJ\[[[[[[[[[[²[[[

Annexe  
 183 
 
[2] G. Bicker, Histochemistry of classical neurotransmitters in antennal lobes and
mushroom bodies of the honeybee, Microsc. Res. Tech. 45 (1999) 174–183.
[3] H. Breer, Properties of putative nicotinic and muscarinic cholinergic receptors in
the central nervous system of Locusta migratoria, Neurochem. Int. 3 (1981) 43–52.
[4] L.A. Brown, M. Ihara, S.D. Buckingham, K. Matsuda, D.B. Sattelle, Neonicotinoid
insecticides display partial and super agonist actions on native insect nicotinic
acetylcholine receptors, J. Neurochem. 99 (2006) 608–615.
[5] K. Charaabi, S. Boukhris-Bouhachem, M. Makni, I. Denholm, Occurrence of target-
site resistance to neonicotinoids in the aphidMyzus persicae in Tunisia, and its status
on different host plants: resistance to neonicotinoids in Myzus persicae, Pest Manag.
Sci. (2018), http://dx.doi.org/10.1002/ps.4833 (In press).
[6] A.S. Huseth, T.M. Chappell, A. Chitturi, A.L. Jacobson, G.G. Kennedy, Insecticide
resistance signals negative consequences of widespread neonicotinoid use on mul-
tiple field crops in the U.S. Cotton Belt, Environ. Sci. Technol. 52 (2018)
2314–2322.
[7] C. Chen, X. Shi, N. Desneux, P. Han, X. Gao, Detection of insecticide resistance in
Bradysia odoriphaga Yang et Zhang (Diptera: Sciaridae) in China, Ecotoxicology 26
(2017) 868–875.
[8] C.C. Voudouris, M.S. Williamson, P.J. Skouras, A.N. Kati, A.J. Sahinoglou,
J.T. Margaritopoulos, Evolution of imidacloprid resistance in Myzus persicae in
Greece and susceptibility data for spirotetramat: M. persicae susceptibility to two
insecticides, Pest Manag. Sci. 73 (2017) 1804–1812.
[9] A. Brandt, K. Grikscheit, R. Siede, R. Grosse, M.D. Meixner, R. Büchler,
Immunosuppression in honeybee queens by the neonicotinoids Thiacloprid and
Clothianidin, Sci. Rep. 7 (2017).
[10] S. Tosi, J.C. Nieh, F. Sgolastra, R. Cabbri, P. Medrzycki, Neonicotinoid pesticides
and nutritional stress synergistically reduce survival in honey bees, Proc. R. Soc. B
Biol. Sci. 284 (2017) 20171711.
[11] S.C. Wood, I.V. Kozii, R.V. Koziy, T. Epp, E. Simko, Comparative chronic toxicity of
three neonicotinoids on New Zealand packaged honey bees, PLoS One 13 (2018)
e0190517.
[12] P.R. Whitehorn, C. Wallace, M. Vallejo-Marin, Neonicotinoid pesticide limits im-
provement in buzz pollination by bumblebees, Sci. Rep. 7 (2017).
[13] S.H. Thany, G. Lenaers, V. Raymond-Delpech, D.B. Sattelle, B. Lapied, Exploring the
pharmacological properties of insect nicotinic acetylcholine receptors, Trends
Pharmacol. Sci. 28 (2007) 14–22.
[14] N. Simon-Delso, V. Amaral-Rogers, L.P. Belzunces, J.M. Bonmatin, M. Chagnon,
C. Downs, L. Furlan, D.W. Gibbons, C. Giorio, V. Girolami, D. Goulson,
D.P. Kreutzweiser, C.H. Krupke, M. Liess, E. Long, M. McField, P. Mineau,
E.A.D. Mitchell, C.A. Morrissey, D.A. Noome, L. Pisa, J. Settele, J.D. Stark,
A. Tapparo, H. Van Dyck, J. Van Praagh, J.P. Van der Sluijs, P.R. Whitehorn,
M. Wiemers, Systemic insecticides (neonicotinoids and fipronil): trends, uses, mode
of action and metabolites, Environ. Sci. Pollut. Res. 22 (2015) 5–34.
[15] T.C. Marrs, R.L. Maynard, Neurotranmission systems as targets for toxicants: a re-
view, Cell Biol. Toxicol. 29 (2013) 381–396.
[16] P. Déglise, B. Grünewald, M. Gauthier, The insecticide imidacloprid is a partial
agonist of the nicotinic receptor of honeybee Kenyon cells, Neurosci. Lett. 321
(2002) 13–16.
[17] J. Tan, J.J. Galligan, R.M. Hollingworth, Agonist actions of neonicotinoids on ni-
cotinic acetylcholine receptors expressed by cockroach neurons, Neurotoxicology
28 (2007) 829–842.
[18] V.L. Salgado, R. Saar, Desensitizing and non-desensitizing subtypes of alpha-bun-
garotoxin-sensitive nicotinic acetylcholine receptors in cockroach neurons, J. Insect
Physiol. 50 (2004) 867–879.
[19] G.S. Barbara, B. Grünewald, S. Paute, M. Gauthier, V. Raymond-Delpech, Study of
nicotinic acetylcholine receptors on cultured antennal lobe neurones from adult
honeybee brains, Invertebr. Neurosci. 8 (2008) 19–29.
[20] H. Sun, Y. Liu, J. Li, X. Cang, H. Bao, Z. Liu, The potential subunits involved in two
subtypes of α-Bgt-resistant nAChRs in cockroach dorsal unpaired median (DUM)
neurons, Insect Biochem. Mol. Biol. 81 (2017) 32–40.
[21] R.A. El-Hajj, S.B. McKay, D.B. McKay, Pharmacological and immunological iden-
tification of native alpha7 nicotinic receptors: evidence for homomeric and het-
eromeric alpha7 receptors, Life Sci. 81 (2007) 1317–1322.
[22] M. García-Guzmán, F. Sala, S. Sala, A. Campos-Caro, W. Stühmer, L.M. Gutiérrez,
M. Criado, alpha-Bungarotoxin-sensitive nicotinic receptors on bovine chromaffin
cells: molecular cloning, functional expression and alternative splicing of the alpha
7 subunit, Eur. J. Neurosci. 7 (1995) 647–655.
[23] P. Séguéla, J. Wadiche, K. Dineley-Miller, J.A. Dani, J.W. Patrick, Molecular
cloning, functional properties, and distribution of rat brain alpha 7: a nicotinic
cation channel highly permeable to calcium, J. Neurosci. 13 (1993) 596–604.
[24] A.B. Elgoyhen, D.E. Vetter, E. Katz, C.V. Rothlin, S.F. Heinemann, J. Boulter,
alpha10: a determinant of nicotinic cholinergic receptor function in mammalian
vestibular and cochlear mechanosensory hair cells, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 98
(2001) 3501–3506.
[25] F. Sgard, E. Charpantier, S. Bertrand, N. Walker, D. Caput, D. Graham, D. Bertrand,
F. Besnard, A novel human nicotinic receptor subunit, alpha10, that confers func-
tionality to the alpha9-subunit, Mol. Pharmacol. 61 (2002) 150–159.
[26] R. Courjaret, F. Grolleau, B. Lapied, Two distinct calcium-sensitive and -insensitive
PKC up- and down-regulate an alpha-bungarotoxin-resistant nAChR1 in insect
neurosecretory cells (DUM neurons), Eur. J. Neurosci. 17 (2003) 2023–2034.
[27] R. Courjaret, B. Lapied, Complex intracellular messenger pathways regulate one
type of neuronal alpha-bungarotoxin-resistant nicotinic acetylcholine receptors
expressed in insect neurosecretory cells (dorsal unpaired median neurons), Mol.
Pharmacol. 60 (2001) 80–91.
[28] O. List, D. Calas-List, E. Taillebois, M. Juchaux, E. Heuland, S.H. Thany, Inhibition
of PaCaMKII-E isoform in the dorsal unpaired median neurosecretory cells of
cockroach reduces nicotine- and clothianidin-induced currents, J. Neurochem. 130
(2014) 507–513.
[29] D. Calas-List, O. List, S. Quinchard, S.H. Thany, Calcium pathways such as cAMP
modulate clothianidin action through activation of α-bungarotoxin-sensitive and
-insensitive nicotinic acetylcholine receptors, Neurotoxicology 37 (2013) 127–133.
[30] B. Bodereau-Dubois, O. List, D. Calas-List, O. Marques, P.-Y. Communal, S.H. Thany,
B. Lapied, Transmembrane potential polarization, calcium influx, and receptor
conformational state modulate the sensitivity of the Imidacloprid-insensitive neu-
ronal insect nicotinic acetylcholine receptor to neonicotinoid insecticides, J.
Pharmacol. Exp. Ther. 341 (2012) 326–339.
[31] V.L. Salgado, Antagonist pharmacology of desensitizing and non-desensitizing ni-
cotinic acetylcholine receptors in cockroach neurons, Neurotoxicology 56 (2016)
188–195.
[32] A.K. Jones, D.B. Sattelle, The cys-loop ligand-gated ion channel gene superfamily of
the red flour beetle, Tribolium castaneum, BMC Genomics 8 (2007) 327.
[33] Z. Liu, M.S. Williamson, S.J. Lansdell, I. Denholm, Z. Han, N.S. Millar, A nicotinic
acetylcholine receptor mutation conferring target-site resistance to imidacloprid in
Nilaparvata lugens (brown planthopper), Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 102 (2005)
8420–8425.
[34] Y. Huang, M.S. Williamson, A.L. Devonshire, J.D. Windass, S.J. Lansdell,
N.S. Millar, Molecular characterization and imidacloprid selectivity of nicotinic
acetylcholine receptor subunits from the peach-potato aphid Myzus persicae, J.
Neurochem. 73 (1999) 380–389.
[35] R.P. Dale, A.K. Jones, C. Tamborindeguy, T.G.E. Davies, J.S. Amey, S. Williamson,
A. Wolstenholme, L.M. Field, M.S. Williamson, T.K. Walsh, D.B. Sattelle,
Identification of ion channel genes in the Acyrthosiphon pisum genome, Insect Mol.
Biol. 19 (Suppl. 2) (2010) 141–153.
[36] S.J. Lansdell, T. Collins, J. Goodchild, N.S. Millar, The Drosophila nicotinic acet-
ylcholine receptor subunits Dα5 and Dα7 form functional homomeric and hetero-
meric ion channels, BMC Neurosci. 13 (2012) 73.
[37] E. Taillebois, A. Beloula, S. Quinchard, S. Jaubert-Possamai, A. Daguin, D. Servent,
D. Tagu, S.H. Thany, H. Tricoire-Leignel, Neonicotinoid binding, toxicity and ex-
pression of nicotinic acetylcholine receptor subunits in the aphid Acyrthosiphon
pisum, PLoS One 9 (2014) e96669.
[38] A.K. Jones, D.B. Sattelle, Diversity of insect nicotinic acetylcholine receptor sub-
units, Adv. Exp. Med. Biol. 683 (2010) 25–43.
[39] J. Li, Y. Shao, Z. Ding, H. Bao, Z. Liu, Z. Han, N.S. Millar, Native subunit compo-
sition of two insect nicotinic receptor subtypes with differing affinities for the in-
secticide imidacloprid, Insect Biochem. Mol. Biol. 40 (2010) 17–22.
[40] K. Chamaon, K.-H. Smalla, U. Thomas, E.D. Gundelfinger, Nicotinic acetylcholine
receptors of Drosophila: three subunits encoded by genomically linked genes can
co-assemble into the same receptor complex, J. Neurochem. 80 (2002) 149–157.
[41] E.C. Hulme, M.A. Trevethick, Ligand binding assays at equilibrium: validation and
interpretation, Br. J. Pharmacol. 161 (2010) 1219–1237.
[42] D.B. Bylund, M.L. Toews, Radioligand binding methods: practical guide and tips,
Am. J. Phys. 265 (1993) L421–429.
[43] F. Goldberg, B. Grünewald, H. Rosenboom, R. Menzel, Nicotinic acetylcholine
currents of cultured Kkenyon cells from the mushroom bodies of the honey bee
Aapis mellifera, J. Physiol. 514 (Pt 3) (1999) 759–768.
[44] D.G. Wüstenberg, B. Grünewald, Pharmacology of the neuronal nicotinic acet-
ylcholine receptor of cultured Kenyon cells of the honeybee, Apis mellifera, J.
Comp. Physiol. A Neuroethol. Sens. Neural. Behav. Physiol. 190 (2004) 807–821.
[45] S.H. Thany, Electrophysiological studies and pharmacological properties of insect
native nicotinic acetylcholine receptors, Adv. Exp. Med. Biol. 683 (2010) 53–63.
[46] R. Lind, Characterisation of multiple α-bungarotoxin binding sites in the aphid
Myzus persicae (Hemiptera: Aphididae), Insect Biochem. Mol. Biol. 29 (1999)
979–988.
[47] H.M. Eastham, R.J. Lind, J.L. Eastlake, B.S. Clarke, P. Towner, S.E. Reynolds,
A.J. Wolstenholme, S. Wonnacott, Characterization of a nicotinic acetylcholine
receptor from the insect Manduca sexta, Eur. J. Neurosci. 10 (1998) 879–889.
[48] M. Tomizawa, H. Otsuka, T. Miyamoto, M.E. Eldefrawi, I. Yamamoto,
Pharmacological characteristics of insect nicotinic Acetyicholine receptor with its
ion channel and the comparison of the effect of nicotinoids and neonicotinoids, J.
Pestic. Sci. 20 (1995) 57–64.
[49] P. Wiesner, H. Kayser, Characterization of nicotinic acetylcholine receptors from
the insects Aphis craccivora, Myzus persicae, and Locusta migratoria by radioligand
binding assays: relation to thiamethoxam action, J. Biochem. Mol. Toxicol. 14
(2000) 221–230.
[50] N. Zhang, M. Tomizawa, J.E. Casida, Drosophila nicotinic receptors: evidence for
imidacloprid insecticide and alpha-bungarotoxin binding to distinct sites, Neurosci.
Lett. 371 (2004) 56–59.
[51] P. Schloss, I. Hermans-Borgmeyer, H. Betz, E.D. Gundelfinger, Neuronal acet-
ylcholine receptors in Drosophila: the ARD protein is a component of a high-affinity
alpha-bungarotoxin binding complex, EMBO J. 7 (1988) 2889–2894.
[52] M. Grauso, R.A. Reenan, E. Culetto, D.B. Sattelle, Novel putative nicotinic acet-
ylcholine receptor subunit genes, Dalpha5, Dalpha6 and Dalpha7, in Drosophila
melanogaster identify a new and highly conserved target of adenosine deaminase
acting on RNA-mediated A-to-I pre-mRNA editing, Genetics 160 (2002) 1519–1533.
[53] J.-R. Gao, J.M. Deacutis, J.G. Scott, The nicotinic acetylcholine receptor subunits
Mdalpha5 and Mdbeta3 on autosome 1 of Musca domestica are not involved in
spinosad resistance, Insect Mol. Biol. 16 (2007) 691–701.
[54] X. Yu, M. Wang, M. Kang, L. Liu, X. Guo, B. Xu, Molecular cloning and character-
ization of two nicotinic acetylcholine receptor β subunit genes from Apis cerana
cerana, Arch. Insect Biochem. Physiol. 77 (2011) 163–178.
[55] J.A. Martin, S.F. Garczynski, Putative nicotinic acetylcholine receptor subunits
express differentially through the life cycle of codling moth, Cydia pomonella
E. Taillebois et al. 3HVWLFLGH%LRFKHPLVWU\DQG3K\VLRORJ\[[[[[[[[[[²[[[

 
 184 
 
 
(Lepidoptera: Tortricidae), Insect Sci. 23 (2016) 277–287.
[56] G. Xu, S.-F. Wu, Z.-W. Teng, H.-W. Yao, Q. Fang, J. Huang, G.-Y. Ye, Molecular
characterization and expression profiles of nicotinic acetylcholine receptors in the
rice striped stem borer, Chilo suppressalis (Lepidoptera: Crambidae), Insect Sci. 24
(2017) 371–384.
[57] R.J. Lind, M.S. Clough, S.E. Reynolds, F.G.P. Earley, [3H]Imidacloprid labels high-
and low-affinity nicotinic acetylcholine receptor-like binding sites in the
AphidMyzus persicae(Hemiptera: Aphididae), Pestic. Biochem. Physiol. 62 (1998)
3–14.
[58] M. Tomizawa, N.S. Millar, J.E. Casida, Pharmacological profiles of recombinant and
native insect nicotinic acetylcholine receptors, Insect Biochem. Mol. Biol. 35 (2005)
1347–1355.
[59] N. Orr, A.J. Schaffner, G.B. Watson, Pharmacological characterization of an epi-
batidine binding site in the nerve cord of Periplaneta americana, Pestic. Biochem.
Physiol. (1997) 183–192.
[60] K. Mori, T. Okumoto, N. Kawahara, Y. Ozoe, Interaction of dinotefuran and its
analogues with nicotinic acetylcholine receptors of cockroach nerve cords, Pest
Manag. Sci. 58 (2002) 190–196.
[61] S.L. Chao, T.J. Dennehy, J.E. Casida, Whitefly (Hemiptera: Aleyrodidae) binding
site for imidacloprid and related insecticides: a putative nicotinic acetylcholine
receptor, J. Econ. Entomol. 90 (1997) 879–882.
[62] M. Tomizawa, H. Otsuka, T. Miyamoto, M.E. Eldefrawi, I. Yamamoto,
Pharmacological characteristics of insect nicotinic acetylcholine receptor with its
ion channel and the comparison of the effect of nicotinoids and neonicotinoids,
Insect Biochem. Mol. Biol. (2005) 1347–1355.
[63] M. Tomizawa, J.E. Casida, Neonicotinoid insecticide toxicology: mechanisms of
selective action, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 45 (2005) 247–268.
[64] K. Matsuda, S.D. Buckingham, D. Kleier, J.J. Rauh, M. Grauso, D.B. Sattelle,
Neonicotinoids: insecticides acting on insect nicotinic acetylcholine receptors,
Trends Pharmacol. Sci. 22 (2001) 573–580.
[65] A. Zhang, H. Kayser, P. Maienfisch, J.E. Casida, Insect nicotinic acetylcholine re-
ceptor: conserved neonicotinoid specificity of [(3)H]imidacloprid binding site, J.
Neurochem. 75 (2000) 1294–1303.
[66] M.-Y. Liu, J.E. Casida, High affinity binding of [3H]Imidacloprid in the insect
acetylcholine receptor, Pestic. Biochem. Physiol. 46 (1993) 40.
[67] H. Bao, Y. Liu, Y. Zhang, Z. Liu, Two distinctive β subunits are separately involved
in two binding sites of imidacloprid with different affinities in Locusta migratoria
manilensis, Pestic. Biochem. Physiol. 140 (2017) 36–41.
[68] H. Kayser, C. Lee, A. Decock, M. Baur, J. Haettenschwiler, P. Maienfisch,
Comparative analysis of neonicotinoid binding to insect membranes: I. A structure-
activity study of the mode of [3H]imidacloprid displacement in Myzus persicae and
Aphis craccivora, Pest Manag. Sci. 60 (2004) 945–958.
[69] H. Wellmann, M. Gomes, C. Lee, H. Kayser, Comparative analysis of neonicotinoid
binding to insect membranes: II. An unusual high affinity site for [3H]thia-
methoxam in Myzus persicae and Aphis craccivora, Pest Manag. Sci. 60 (2004)
959–970.
[70] H. Kayser, K. Lehmann, M. Gomes, W. Schleicher, K. Dotzauer, M. Moron,
P. Maienfisch, Binding of imidacloprid, thiamethoxam and N-desmethylthia-
methoxam to nicotinic receptors of Myzus persicae: pharmacological profiling using
neonicotinoids, natural agonists and antagonists, Pest Manag. Sci. 72 (2016)
2166–2175.
[71] P. Cutler, R. Slater, A.J.F. Edmunds, P. Maienfisch, R.G. Hall, F.G.P. Earley,
T. Pitterna, S. Pal, V.-L. Paul, J. Goodchild, M. Blacker, L. Hagmann,
A.J. Crossthwaite, Investigating the mode of action of sulfoxaflor: a fourth-gen-
eration neonicotinoid, Pest Manag. Sci. 69 (2013) 607–619.
[72] R. Nauen, U. Ebbinghaus-Kintscher, R. Schmuck, Toxicity and nicotinic acetylcho-
line receptor interaction of imidacloprid and its metabolites in Apis mellifera
(Hymenoptera: Apidae), Pest Manag. Sci. 57 (2001) 577–586.
[73] Y. Benzidane, S. Touinsi, E. Motte, A. Jadas-Hécart, P.-Y. Communal, L. Leduc,
S.H. Thany, Effect of thiamethoxam on cockroach locomotor activity is associated
with its metabolite clothianidin, Pest Manag. Sci. 66 (2010) 1351–1359.
[74] R. Nauen, U. Ebbinghaus-Kintscher, V.L. Salgado, M. Kaussmann, Thiamethoxam is
a neonicotinoid precursor converted to clothianidin in insects and plants, Pestic.
Biochem. Physiol. 76 (2003) 55–69.
[75] G.B. Watson, M.R. Loso, J.M. Babcock, J.M. Hasler, T.J. Letherer, C.D. Young,
Y. Zhu, J.E. Casida, T.C. Sparks, Novel nicotinic action of the sulfoximine in-
secticide sulfoxaflor, Insect Biochem. Mol. Biol. 41 (2011) 432–439.
[76] G.B. Watson, M.B. Olson, K.W. Beavers, M.R. Loso, T.C. Sparks, Characterization of
a nicotinic acetylcholine receptor binding site for sulfoxaflor, a new sulfoximine
insecticide for the control of sap-feeding insect pests, Pestic. Biochem. Physiol. 143
(2017) 90–94.
[77] M. Liu, B. Latli, J.E. Casida, Imidacloprid binding site in Musca nicotinic acet-
ylcholine recpetor: interaction with physostigmine and a variety of nicotinic an-
tagonists with chlorpyridyl and chlorothiazolyl substituents, Pestic. Biochem.
Physiol. (1995) 170–181.
[78] K. Kiriyama, H. Nishiwaki, Y. Nakagawa, K. Nishimura, Insecticidal activity and
nicotinic acetylcholine receptor binding of dinotefuran and its analogues in the
housefly, Musca domestica, Pest Manag. Sci. 59 (2003) 1093–1100.
[79] T. Wakita, K. Kinoshita, E. Yamada, N. Yasui, N. Kawahara, A. Naoi, M. Nakaya,
K. Ebihara, H. Matsuno, K. Kodaka, The discovery of dinotefuran: a novel neoni-
cotinoid, Pest Manag. Sci. 59 (2003) 1016–1022.
[80] S. Miyagi, I. Komaki, Y. Ozoe, Identification of a high-affinity binding site for di-
notefuran in the nerve cord of the American cockroach, Pest Manag. Sci. 62 (2006)
293–298.
[81] H. Bao, X. Shao, Y. Zhang, J. Cheng, Y. Wang, X. Xu, J. Fang, Z. Liu, Z. Li, IPPA08
allosterically enhances the action of imidacloprid on nicotinic acetylcholine re-
ceptors, Insect Biochem. Mol. Biol. 79 (2016) 36–41.
[82] N.S. Millar, A review of experimental techniques used for the heterologous ex-
pression of nicotinic acetylcholine receptors, Biochem. Pharmacol. 78 (2009)
766–776.
[83] N.S. Millar, S.J. Lansdell, Characterisation of insect nicotinic acetylcholine re-
ceptors by heterologous expression, Adv. Exp. Med. Biol. 683 (2010) 65–73.
[84] B. Selvam, J. Graton, A.D. Laurent, Z. Alamiddine, M. Mathé-Allainmat, J. Lebreton,
O. Coqueret, C. Olivier, S.H. Thany, J.-Y. Le Questel, Imidacloprid and thiacloprid
neonicotinoids bind more favourably to cockroach than to honeybee α6 nicotinic
acetylcholine receptor: insights from computational studies, J. Mol. Graph. Model.
55 (2015) 1–12.
[85] Y. Onozaki, R. Horikoshi, I. Ohno, S. Kitsuda, K.A. Durkin, T. Suzuki, C. Asahara,
N. Hiroki, R. Komabashiri, R. Shimizu, S. Furutani, M. Ihara, K. Matsuda,
M. Mitomi, S. Kagabu, K. Uomoto, M. Tomizawa, Flupyrimin: a novel insecticide
acting at the nicotinic acetylcholine receptors, J. Agric. Food Chem. 65 (2017)
7865–7873.
[86] S.H. Thany, M. Crozatier, V. Raymond-Delpech, M. Gauthier, G. Lenaers,
Apisalpha2, Apisalpha7-1 and Apisalpha7-2: three new neuronal nicotinic acet-
ylcholine receptor alpha-subunits in the honeybee brain, Gene 344 (2005) 125–132.
[87] S.H. Thany, G. Lenaers, M. Crozatier, C. Armengaud, M. Gauthier, Identification
and localization of the nicotinic acetylcholine receptor alpha3 mRNA in the brain of
the honeybee, Apis mellifera, Insect Mol. Biol. 12 (2003) 255–262.
[88] J.P. Dupuis, M. Gauthier, V. Raymond-Delpech, Expression patterns of nicotinic
subunits α2, α7, α8, and β1 affect the kinetics and pharmacology of ACh-induced
currents in adult bee olfactory neuropiles, J. Neurophysiol. 106 (2011) 1604–1613.
[89] M. Gauthier, M. Dacher, S. Thany, C. Niggebrugge, P. Deglise, P. Kljucevic,
C. Armengaud, B. Grunewald, Involvement of α-bungarotoxin-sensitive nicotinic
receptors in long-term memory formation in the honeybee (Apis mellifera),
Neurobiol. Learn. Mem. 86 (2006) 164–174.
[90] M. Tomizawa, B. Latli, J.E. Casida, Novel neonicotinoid-agarose affinity column for
Drosophila and Musca nicotinic acetylcholine receptors, J. Neurochem. 67 (1996)
1669–1676.
E. Taillebois et al. 3HVWLFLGH%LRFKHPLVWU\DQG3K\VLRORJ\[[[[[[[[[[²[[[

 
 185 
  
  
 
 186 
 Alison CARTEREAU 
 
Caractérisation des sous-types de récepteurs nicotiniques 
neuronaux d’insectes et étude de la modulation de leurs 
profils pharmacologiques par les insecticides 
néonicotinoïdes 
 
L’utilisation intensive des insecticides pour lutter contre les insectes ravageurs de culture et vecteurs de 
maladies, a conduit à des polémiques sur le mode d’action des insecticides. Ces polémiques sont liées 
au fait que le mode d’action des insecticides, notamment des néonicotinoïdes est mal connu. Ils agissent 
principalement sur les récepteurs à l’acétylcholine (ACh) de type nicotinique (nAChR) qui jouent un rôle 
fondamental dans la transmission synaptique cholinergique. Bien que ces récepteurs soient bien décrits 
chez les mammifères, très peu d’études ont évalué l’effet des néoniotinoïdes sur un récepteur natif 
d’insecte.  
Au cours de cette thèse, nous avons pour la première fois exprimé en ovocytes de xénope un récepteur 
homomérique ⍺7 de blatte et étudié ces propriétés pharmacologiques vis-à-vis des néonicotinoïdes, 
comparativement au récepteur a7 de rat. Nos résultats révèlent un récepteur atypique qui est insensible 
à l’⍺-bungarotoxine et qui n’est pas activé par les néonicotinoïdes. Ainsi, bien que les gènes codant 
pour les sous-unités α7 de blatte et de rat forment un groupe monophylétique distinct des autres sous-
unités d’insectes et de mammifères, les récepteurs homomériques obtenus semblent avoir des 
propriétés pharmacologiques différentes. Parallèlement, nous avons étudié les propriétés 
pharmacologiques des nAChR natifs et notamment l’effet modulateur d’un pyréthrinoïde, la permethrine, 
sur les courants induits par le dinotefurane. Ce travail a permis d’évaluer le mode d’action d’un 
antiparasitaire, le Vectra 3D. Enfin, nous avons également entrepris de développer la technique 
d’extraction membranaire afin de l’utiliser comme alternative pour étudier le mode d’action des 
insecticides. 
Pour conclure, cette thèse a permis une avancée sur l’étude de la caractérisation des propriétés 
pharmacologiques des récepteurs nicotiniques neuronaux des insectes et sur l’étude du mode d’action 
des insecticides néonicotinoïdes. 
Mots clés : récepteur à l’acétylcholine de type nicotinique (nAChR), acétylcholine, néonicotinoïdes, 
Periplaneta americana 
 
Subtypes characterization and pharmacological profiles 
modulation study of insect nicotinic receptors by 
neonicotinoid insecticides  
 
 
The intensive use of insecticides against crop pests and vectors of human and animal leads to several 
polemics about their mode of action. All these controversies are related to the fact that the mode of 
action of insecticides in insects is poorly unknown, in particular neonicotinoids which act on nicotinic 
acetylcholine (ACh) receptors (nAChR). 
During this PhD thesis, we characterized for the first time the pharmacological properties of a cockroach  
⍺7 homomeric receptor in a xenopus oocyte. Our results revealed that cockroach ⍺7 in an atypical 
receptor that is insensitive to ⍺-bungarotoxin and not activated by neonicotinoids. Cockroach and rat  
⍺7 receptors which are included in the same cluster have distinct pharmacological properties. We then 
studied the pharmacological properties of native receptors, in particular, the modulatory effect of 
permethrin on dinotefuran-induced currents. This work was included in the study of Vectra 3D. We also 
evaluated the use of insect central nervous system membrane extraction as a strategy to study the 
pharmacological properties of insect native nAChRs.  
To conclude, this PhD contribute to the study of the pharmacological properties of insect nAChRs and 
the study of the mode of action of neonicotinoids insecticides. 
Keywords: nicotinic acetylcholine receptor (nAChR), acetylcholine, neonicotinoid insecticides, 
Periplaneta americana
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